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D E C L A R A T I O N  
I  h e r e b y  c e r t i f y  t h a t  t h i s  m a t e r i a l ,  w h i c h  I  n o w  s u b m i t  f o r  a s s e s s m e n t  o n  t h e  
p r o g r a m m e  o f  s t u d y  l e a d i n g  t o  t h e  a w a r d  o f  P h D  i s  e n t i r e l y  m y  o w n  w o r k ,  t h a t  I  
h a v e  e x e r c i s e d  r e a s o n a b l e  c a r e  t o  e n s u r e  t h a t  t h e  w o r k  i s  o r i g i n a l ,  a n d  d o e s  n o t  t o  
t h e  b e s t  o f  m y  k n o w l e d g e  b r e a c h  a n y  l a w  o f  c o p y r i g h t ,  a n d  h a s  n o t  b e e n  t a k e n  
f r o m  t h e  w o r k  o f  o t h e r s  s a v e  a n d  t o  t h e  e x t e n t  t h a t  s u c h  w o r k  h a s  b e e n  c i t e d  a n d  
a c k n o w l e d g e d  w i t h i n  t h e  t e x t  o f  m y  w o r k .  
S i g n e d :  
( C a n d i d a t e )  I D  N o . :  s l  % b w  ( +  ? ? B P  
A C K N O W L E D G E M E N T S  
I  s t i l l  c a n ' t  b e l i e v e  i t ' s  a c t u a l l y  f i n i s h e d ! !  T h i s  l a s t  3  ? h  y e a r s  h a v e  b e e n  f i l l e d  
w i t h  m a n y  u p s  a n d  d o w n s  a n d  a n  i n n u m e r a b l e  r a n g e  o f  e m o t i o n s .  I  r e m e m b e r  
C h r i s t i n e  s a y i n g  t h a t  a  P h D  i s  t h e  h a r d e s t  t h i n g  y o u ' l l  e v e r  d o . .  .  . . s h e  c e r t a i n l y  
w a s n ' t  w r o n g !  
F a r  t o o  m a n y  p e o p l e  t o  m e n t i o n  i n d i v i d u a l l y  h a v e  a s s i s t e d  i n  s o  m a n y  w a y s  
d u r i n g  m y  t i m e  a t  D C U .  T h e y  a l l  h a v e  m y  s i n c e r e  g r a t i t u d e .  
I n  p a r t i c u l a r ,  I  w o u l d  l i k e  t o  t h a n k  m y  s u p e r v i s o r ,  D r  C h r i s t i n e  L o s c h e r ,  f o r  h e r  
e n d l e s s  e n t h u s i a s m ,  s a c r i f i c e  o f  e v e n i n g s  a n d  w e e k e n d s ,  a n d  h e l p  a b o v e  a n d  
b e y o n d  t h e  c a l l  o f  d u t y .  H o w  d o  y o u  d o  i t ? ?  I ' m  s u r e  y o u ' v e  g o t  m o r e  h o u r s  i n  
y o u r  d a y  t h a n  e v e r y o n e  e l s e !  
C h e e r s  t o  e v e r y o n e  a t  D C U ;  A n t h o n y ,  J e n  a n d  C i a r a . .  .  . t h a n k s  f o r  l i s t e n i n g  t o  m e  
m o a n ,  a n d  s o r r y  a b o u t  t h e  m o o d  s w i n g s !  
N o t  l o n g  n o w  J e n !  T h a n k s  t o  C l a r e  
a n d  C a r i o s a  w h o  I  c o u l d  a l w a y s  c o u n t  o n  f o r  a  f r e s h  p a i r  o f  e a r s  t o  m o a n  i n  t o .  
S p e c i a l  t h a n k s  t o  C a r o l y n  W i l s o n  f o r  a l l  h e r  h e l p  w i t h  t h e  n o t - s o - p l e a s a n t  s t u f f .  
T h a n k s  t o  e v e r y o n e  t h a t  h e l p e d  i n  D r  H e l e n  R o c h e 7 s  l a b  i n  S t  J a m e s '  ( n o w  U C D )  
e s p e c i a l l y  C l a r e  R e y n o l d s ,  a n d  e v e r y o n e  i n  P r o f e s s o r  K i n g s t o n  M i l l ' s  l a b  i n  
T r i n i t y  C o l l e g e ,  e s p e c i a l l y  P a d r a i c  D u n n e .  I ' d  p a r t i c u l a r l y  l i k e  t o  t h a n k  S a r a h  
H i g g i n s  i n  T C D  w h o  m u s t  h a v e  g o t  s o  f e d  u p  w i t h  m e  a s k i n g  f o r  t h i n g s ,  b u t  
n e v e r  s h o w e d  i t .  I  r e a l l y  a p p r e c i a t e  y o u r  p a t i e n c e  a n d  t i m e .  
I ' d  a l s o  l i k e  t o  
t h a n k  B r i a n  K e o g h  i n  O p s o n a ,  a n d  e v e r y o n e  i n  t h e  B R U  i n  T r i n i t y  f o r  h e l p  w i t h  
t h e  I B D  a n d  s e p t i c  s h o c k  m o d e l s .  
I  d e f i n i t e l y  c o u l d n ' t  h a v e  g o t  t h r o u g h  t h i s  w i t h o u t  a  b i t  o f  l i g h t  r e l i e f  s o  t h a n k s  t o  
m y  f r i e n d s  b o t h  i n  D u b l i n  a n d  b a c k  h o m e  f o r  t h e  w e l c o m e d  d i s t r a c t i o n s .  
F i n a l l y ,  I ' d  l i k e  t o  d e d i c a t e  t h i s  t o  m y  m u m  a n d  d a d  w h o  f e l t  t h e  p a i n  o f  e v e r y  
e x p e r i m e n t ,  a n d  e v e r y  t y p e d  w o r d  i n  t h i s  t h e s i s .  T h a n k  y o u  f o r  y o u r  s u p p o r t ,  
w o r d s  o f  e n c o u r a g e m e n t ,  u n d e r s t a n d i n g  ( e v e n  t h o u g h  y o u  h a d  n o  i d e a  w h a t  I  
w a s  d o i n g )  a n d  f o r  h e l p i n g  m e  s e e  t h e  l i g h t e r  s i d e  o f  i t  a l l  w h e n  I  r e a l l y  c o u l d n ' t .  
S o  m u m  a n d  d a d ,  t h i s  o n e ' s  f o r  y o u . .  . . n o  s e r i o u s l y . .  . . y o u  c a n  h a v e  i t !  
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A B S T R A C T  
T h e  a n t i - i n f l a m m a t o r y  e f f e c t s  o f  p o l y u n s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d s  ( P U F A )  h a v e  b e e n  
w e l l  d o c u m e n t e d ,  h o w e v e r  t h e i r  e x a c t  m e t h o d  o f  a c t i o n  r e m a i n s  e l u s i v e .  
D e n d r i t i c  c e l l s  ( D C )  a r e  t h e  m o s t  p o t e n t  a n t i g e n  p r e s e n t i n g  c e l l  ( A P C )  a n d  w e  
f o u n d  t h a t  n - 3  a n d  n - 6  P U F A  s u p p r e s s e d  I L - 1 2 p 7 0  a n d  e n h a n c e d  I L - 1 0  
p r o d u c t i o n  r e n d e r i n g  t h e  D C  l e s s  i n f l a m m a t o r y .  F u r t h e r m o r e ,  P U F A  i n h i b i t e d  
D C  m a t u r a t i o n  b y  i m p e d i n g  t h e  u p r e g u l a t i o n  o f  c o - s t i r n u l a t o r y  m a r k e r s  a n d  
M H C I I  e x p r e s s i o n .  G i v e n  t h e  c r i t i c a l  r o l e  o f  I L - 1 2  a n d  I L - 1 0  i n  T  h e l p e r  c e l l  
d i f f e r e n t i a t i o n  w e  l o o k e d  a t  t h e  e f f e c t s  o f  P U F A - m o d i f i e d  D C  o n  s u b s e q u e n t  T  
c e l l  d e v e l o p m e n t  a n d  f o u n d  t h e m  c a p a b l e  o f  i n h i b i t i n g  I F N - y ,  I L - 1 7 ,  I L - 2 ,  a n d  
I L - 4  p r o d u c t i o n  f r o m  C D 4 '  T  c e l l s .  
P U F A  a r e  r e p o r t e d  t o  b e  n a t u r a l  l i g a n d s  f o r  P P A R y ,  t h e r e f o r e  w e  i n v e s t i g a t e d  
w h e t h e r  t h e y  e x e r t e d  t h e i r  e f f e c t s  o n  D C  m a t u r a t i o n  b y  a c t i v a t i o n  o f  t h i s  n u c l e a r  
r e c e p t o r .  W e  f o u n d  P P A R y  e x p r e s s i o n  w a s  e n h a n c e d  i n  P U F A - t r e a t e d  D C ,  a n d  
c o n f o c a l  m i c r o s c o p y  r e v e a l e d  a n  i n c r e a s e d  a s s o c i a t i o n  o f  P P A R y  w i t h  N F d .  
H o w e v e r ,  t h e  P U F A - i n d u c e d  c h a n g e s  i n  D C  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  a n d  c e l l  s u r f a c e  
m a r k e r  e x p r e s s i o n  w e r e  n o t  r e v e r s e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  s p e c i f i c  P P A R y  
a n t a g o n i s t  ( G W 9 6 6 2 )  a n d  w e r e  t h e r e f o r e  d e e m e d  P P A R y - i n d e p e n d e n t .  
F i n a l l y  w e  c a r r i e d  o u t  a  n u m b e r  o f  f e e d i n g  s t u d i e s  i n  m i c e  w h e r e  a  C L A -  
i n c o r p o r a t e d  d i e t  w a s  u s e d  t o  a s c e r t a i n  w h e t h e r  r e s u l t s  w e  r e c o r d e d  i n  v i t r o  w e r e  
m i r r o r e d  i n  a n  i n  v i v o  s i t u a t i o n .  M i c e  f e d  a  C L A - r i c h  d i e t  h a d  l e s s  c i r c u l a t i n g  
i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s  ( L L - 1 2 p 7 0  a n d  E N - y )  f o l l o w i n g  e n d o t o x i n  c h a l l e n g e  i n  
a n  L P S - s h o c k  m o d e l .  F u r t h e r m o r e ,  f e e d i n g  a n i m a l s  a  C L A - s u p p l e m e n t e d  d i e t  
s i g n i f i c a n t l y  p r o t e c t e d  a g a i n s t  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  c o l i t i s  i n  a  D S S - i n d u c e d  
m o d e l  o f  i n f l a m m a t o r y  b o w e l  d i s e a s e ,  t h u s  i n d i c a t i n g  t h a t  P U F A  c a n  e x e r t  
b e n e f i c i a l  a n d  p r o t e c t i v e  e f f e c t s  i n  i n f l a m m a t o r y  d i s e a s e .  
A B B R E V I A T I O N S  
A A  
A G  
A I A  
A I C D  
A L A  
A P -  1  
A P C  
B A L  
B B B  
B D  
B S A  
C C L  
C C R  
C D  
C D ( n u m b e r )  
C I A  
C I F  
C L A  
C N S  
C O X  
C S F  
C T L  
C T L A - 4  
D C  
D H A  
D M S O  
D N C B  
D S S  
D T H  
D T T  
E A E  
E L I S A  
E P A  
E R K  
F C S  
F o x p 3  
G A L T  
G A T A - 3  
G I T  
A r a c h i d o n i c  a c i d  
A n t i g e n  
A n t i g e n - i n d u c e d  a r t h r i t i s  
A c t i v a t i o n - i n d u c e d  c e l l  d e a t h  
A l p h a - l i n o l e n i c  a c i d  
A c t i v a t o r  p r o t e i n -  1  
A n t i g e n  p r e s e n t i n g  c e l l  
B r o n c h o a l v e o l a r  l a v a g e  
B l o o d  b r a i n  b a r r i e r  
B e c t o n  D i c k i n s o n  
B o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  
C h e m o k i n e  l i g a n d  
C h e m o k i n e  r e c e p t o r  
C r o h n ' s  d i s e a s e  
C l u s t e r  o f  d i f f e r e n t i a t i o n  
C o l l a g e n  i n d u c e d  a r t h r i t i s  
C o m p l e x  i n t e s t i n a l  m i c r o f l o r a  
C o n j u g a t e d  l i n o l e i c  a c i d  
C e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m  
C y c l o - o x y g e n a s e  
C e r e b r o - s p i n a l  f l u i d  
C y t o t o x i c  T  l y m p h o c y t e  
C y t o t o x i c  T  l y m p h o c y t e - a s s o c i a t e d  a n t i g e n - 4  
D e n d r i t i c  c e l l  
D o c o s a h e x a e n o i c  a c i d  
D i m e t h y l  s u l p h o x i d e  
D i n i t r o c h l o r o b e n z e n e  
D e x t r a n  s o d i u m  s u l p h a t e  
D e l a y e d  t y p e  h y p e r s e n s i t i v i t y  
D i t h i o t h r e i t o l  
E x p e r i m e n t a l  a u t o i m m u n e  e n c e p h a l o m y e l i t i s  
E n z y m e - l i n k e d  i r n m u n o s o r b e n t  a s s a y  
E i c o s a p e n t a e n o i c  a c i d  
E x t r a c e l l u l a r  s i g n a l - r e l a t e d  k i n a s e  
F o e t a l  c a l f  s e r u m  
F o r k - h e a d  b o x  P 3  
G u t - a s s o c i a t e d  l y m p h o i d  t i s s u e  
G A T A - b i n d i n g  p r o t e i n  3  
G a s t r o i n t e s t i n a l  t r a c t  
G M C S F  
H R P  
I B  D  
I C  A M  
I F N  
I K K  
I L  
I L - 1 R a  
I P  
I R F  
I S  
I V  
J N K  
K L H  
K O  
L A  
L A T  
L F A -  1  
L O X  
L P S  
L T B  
M A P K  
M C P  
M D P  
M H C  
M I P  
M L N  
M S  
M U F A  
N E M O  
N F A T  
N F K B D  
N F K B  
N K  
N K T  
N O D  
O V A  
P A F  
P A M P  
P B M C  
P G  
G r a n u l o c y t e - m a c r o p h a g e  c o l o n y  s t i m u l a t i n g  f a c t o r  
H o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e  
I n f l a m m a t o r y  b o w e l  d i s e a s e  
I n t e r c e l l u l a r  a d h e s i o n  m o l e c u l e  
I n t e r f e r o n  
I K B  k i n a s e  
I n t e r l e u k i n  
I L -  1  r e c e p t o r  a n t a g o n i s t  
I n t r a p e r i t o n e a l  
I n t e r f e r o n  r e g u l a t o r y  f a m i l y  
I m m u n o l o g i c a l  s y n a p s e  
I n t r a v e n o u s  
J u n  a m i n o - t e r m i n a l  k i n a s e  
K e y h o l e  l i m p e t  h a e m o c y a n i n  
K n o c k o u t  
L a u r i c  a c i d  
L i n k e r  f o r  a c t i v a t i o n  o f  T  c e l l s  
L e u k o c y t e  f u n c t i o n - a s s o c i a t e d  m o l e c u l e -  1  
L i p o x y g e n a s e  
L i p o p o l y s a c c h a r i d e  
L e u k o t r i e n e  
M i t o g e n - a c t i v a t e d  p r o t e i n  k i n a s e  
M a c r o p h a g e  c h e m o a t t r a c t a n t  p r o t e i n  
M u r a m y l d i p e p t i d e  
M a j o r  h i s t o c o m p a t i b i l i t y  c o m p l e x  
M a c r o p h a g e  i n f l a m m a t o r y  p r o t e i n  
M e s e n t e r i c  l y m p h  n o d e  
M u l t i p l e  s c l e r o s i s  
M o n o u n s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d  
N F K B  e s s e n t i a l  m o d u l a t o r  
N u c l e a r  f a c t o r  o f  a c t i v a t e d  T  c e l l s  
N F K B  d e c o y  
N u c l e a r  f a c t o r - K B  
N a t u r a l  k i l l e r  
N a t u r a l  k i l l e r  l i k e  T  c e l l  
N u c l e o t i d e  o l i g o m e r i z a t i o n  d o m a i n  
O v a l b u m i n  
P l a t e l e t  a c t i v a t i n g  f a c t o r  
P a t h o g e n - a s s o c i a t e d  m o l e c u l a r  p a t t e r n  
P e r i p h e r a l  b l o o d  m o n o n u c l e a r  c e l l s  
P r o s t a g l a n d i n  
P M A  
P P  
P P A R  
P P R E  
P U F A  
P V D F  
R A  
R B C  
R S G  
R T  
R X R  
S C F  
S D S  
S T A T  
T C R  
T G F  
T h  
T L R  
T M B  
T N B S  
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T X B  
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P e y e r ' s  p a t c h e s  
P e r o x i s o m e  p r o l i f e r a t o r - a c t i v a t e d  r e c e p t o r  
P P A R  r e s p o n s e  e l e m e n t  
P o l y u n s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d  
P o l  y v i n  y l i d e n e  F l u o r i d e  
R h e u m a t o i d  a r t h r i t i s  
R e d  b l o o d  c e l l  
R o s i g l i t a z o n e  
R o o m  t e m p e r a t u r e  
R e t i n o i c  X  r e c e p t o r s  
S t e m  c e l l  f a c t o r  
S o d i u m  d o d e c y l s u l p h a t e  
S i g n a l  t r a n s d u c e r  a n d  a c t i v a t o r  o f  t r a n s c r i p t i o n  
T  c e l l  r e c e p t o r  
T r a n s f o r m i n g  g r o w t h  f a c t o r  
T - h e l p e r  
T o l l - l i k e  r e c e p t o r  
3 , 3 ' 5 , 5 ' - t e t r a m e t h y l - b e n z i d i n e  
T r i n i t r o b e n z e n e s u l f o n i c  a c i d  
T u m o u r  n e c r o s i s  f a c t o r  
T  r e g u l a t o r y  
T h r o m b o x a n e  
U l c e r a t i v e  c o l i t i s  
V a s c u l a r  c e l l  a d h e s i o n  m o l e c u l e  
T A B L E  O F  C O N T E N T S  
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A B B R E V I A T I O N S  V  
C H A P T E R  1  G E N E R A L  I N T R O D U C T I O N  . . . . . . . . . . *.+. . . . . . + . . .  ... -  ....................... 2  
1 . 1  
T H E I M M U N E S Y S T E M  ......................... .... ........................................ . . -  ....... 2  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 . 1 . 1  O V E R V I E W  O F  I N N A T E  I M M U N I T Y  
2  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 . 1 . 2  T O L L - L I K E  R E C E P T O R S  ( T L R S )  3  
........................ 
1 . 2  O V E R V I E W  O F  A D A P T I V E  I M M U N I T Y  4  
............................. 
1 . 3  A N T I G E N  P R E S E N T I N G  C E L L S  5  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 . 3 . 1  D E N D R I T I C  C E L L S  5  
1 . 3 . 2  D E N D R I T I C  C E L L  A C T I V A T I O N  A N D  M A T U R A T I O N  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 . 3 . 3  A N T I G E N  P R O C E S S I N G  A N D  P R E S E N T A T I O N  
7  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 . 3 . 4  A C T I V A T I O N  O F  T  C E L L S  
8  
1 . 4  T  C E L L S  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ~ . . . . . r . . . . ~ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . m . . ~ ~ . ~ . . . . . . . ~ . + . . . ~ . ~ l O  
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1 . 4 . 2  C D 4 '  T  C E L L S  1 1  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 . 4 . 2 . 1  T H l  a n d  T H 2  c e l l  d e v e l o p m e n t  1 3  
1 . 4 . 2 . 2  T H 1 7  C E L L S  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 3  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 . 4 . 2 . 3  T  R E G U L A T O R Y  C E L L S  1 4  
1 . 5 . 1  C D 8 0 .  C D 8 6 .  C D 2 8 .  A N D  C T L A - 4  I N T E R A C T I O N S  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 6  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 . 5 . 1 . 1  C T L A - 4  ( c y t o t o x i c  T  l y m p h o c y t e - a s s o c i a t e d  a n t i g e n  4 )  1 7  
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. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 . 5 . 3  0 x 4 0 - O X 4 O L  1 9  
1 . 5 . 4  I C A M - 1  ( I N T E R C E L L U L A R  A D H E S I O N  M O L E C U L E - 1 )  ..................................... 2 0  
1 . 5 . 5  C C R 5  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 1  
1 . 6  C Y T O K I N E S  .................................................. ............................................ 2 2  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 . 6 . 2  I L - 2 3  2 6  
1 . 6 . 3  I L - 1 7  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 7  
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1 . 6 . 5  I L . 1 .  I L - 6  A N D  T N F . a  
2 9  
1 . 6 . 5 . 3  I L - 6  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 . 6 . 5 . 4  
T H E  R O L E  O F  T N F . a ,  I L - 1  a n d  I L - 6  I N  T h l 7  D E V E L O P M E N T  
3 1  
1 . 6 . 7  E - 1 0  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 2  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 . 6 . 8  T R A N S F O R M I N G  G R O W T H  F A C T O R  ( T G F ) - P  
3 3  
1 . 7  N U C L E A R  F A C T O R -  ( N F )  - K B  ....................................................................... . . * . 3 4  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 . 7 . 1  N F I U 3  A C T I V A T I O N  3 5  
1 . 7 . 2  A C T I O N S  O F  N F K B  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 5  
.... 
1 . 8  P E R O X I S O M E  P R O L I F E R A T O R - A C T I V A T E D  R E C E P T O R  ( P P A R ) - y  3 6  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 . 8 . 1  E F F E C T S  O F  P P A R  B I N D I N G  
- 3 7  
1 . 9  I N F L A M M A T I O N  A N D  I N F L A M M A T O R Y  D I S E A S E  .................... . ......... 3 8  
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1 . 9 . 1  M U L T I P L E  S C L E R O S I S  3 9  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 . 9 . 2  R H E U M A T O I D  A R T H R I T I S  4 1  
1 . 9 . 3  I N F L A M M A T O R Y  B O W E L  D I S E A S E  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 2  
1 . 9 . 3 . 1  
T H E  I M M U N E  R E S P O N S E  I N  C D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 3  
1 . 9 . 3 . 2  
D S S  M O D E L  O F  C O L I T I S  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 4  
1 . 9 . 3 . 3  
T R E A T M E N T  O F  C D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 5  
.............................................. 1 . 1 0  P O L Y U N S A T U R A T E D  F A T T Y  A C I D S  ( P U F A )  4 6  
1 . 1 0 . 1  
S T R U C T U R E  A N D  C L A S S I F I C A T I O N  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 6  
1 . 1 0 . 2  
G E N E R A L  E F F E C T S  O F  P U F A  I N  D I E T  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 7  
1 . 1 0 . 3  E I C O S A N O I D S  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 8  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 . 1 0 . 4  G E N E  E X P R E S S I O N  4 9  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 . 1 0 . 4 . 1  P U F A  A N D  P P A R s  4 9  
1 . 1 0 . 4 . 2  P U F A A N D N F x B  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 . 1 0 . 5  C Y T O K I N E  S Y N T H E S I S  A N D  C E L L  P R O L I F E R A T I O N  5 1  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 . 1 0 . 6  C H A N G E S  I N  C E L L  S U R F A C E  M A R K E R  E X P R E S S I O N  5 2  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 . 1 0 . 7  C E L L  M E M B R A N E  A L T E R A T I O N S  5 2  
1 . 1 1  
A I M S  A N D  O B J E C T I V E S  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . - . * . . * . . . . . . . * . . . .  5 4
C H A P T E R  2  M A T E R I A L S  &  M E T H O D S  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 6  
2 . 2  M E T H O D S  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 9  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 2 . 1  P R E P A R A T I O N  O F  F A T T Y  A C I D S  
5 9  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 3  C E L L  C U L T U R E  6 0  
2 . 3 . 1  C E L L  E N U M E R A T I O N  A N D  V I A B I L I T Y  A S S E S S M E N T  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 3 . 2  I S O L A T I O N  O F  B O N E  M A R R O W - D E R I V E D  D C  
6 1  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 3 . 2 . 1  D A Y  I  - B O N E  M A R R O W  H A R V E S T  6 1  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 . 3 . 2 . 2  D A Y  4  -  F E E D I N G  C E L L S  6 1
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 3 . 2 . 3  D A Y  7  -  C O U N T I N G  &  P L A T I N G  C E L L S  6 1  
2 . 3 . 3  C U L T U R E  O F  T H E  5 5 5 8  G M C S F - S E C R E T I N G  C E L L  L I N E  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6 2  
2 . 3 . 4  A D D I T I O N  O F  F A T T Y  A C I D S  &  R O S I G L I T A Z O N E  ( R S G )  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  .  6 2  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 3 . 5  A D D I T I O N  O F  I N H I B I T O R S  6 2  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 3 . 6  L P S  A C T I V A T I O N  - 6 3  
....................................................... 2 . 3 . 7  A D D I T I O N  O F  O V A  P E P T I D E  ( 3 2 3 - 3 3 9 )  
6 3  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 . 3 . 8  M T S  A S S A Y  F O R  P U F A  A N D  L P S  D O S E  R E S P O N S E  
6 3  
2 . 3 . 8 . 1  P U F A  D O S E  R E S P O N S E  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6 3  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 3 . 8 . 2  L P S  D O S E  R E S P O N S E  6 3  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 3 . 8 . 3  M T S  A S S A Y  6 4  
2 . 3 . 9  C H E M O T A X I S  A S S A Y  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6 4  
2 . 3 . 1 0  C D 4 '  T  C E L L  I S O L A T I O N  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6 4  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 3 . 1 0 . 1  E R Y T H R O C Y T E  L Y S I S  6 4  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 . 3 . 1 0 . 2  C D 4 +  T  C E L L  I S O L A T I O N  6 5  
2 . 3 . 1 1  D C - T  C E L L  C O - C U L T U R E  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6 5  
2 . 3 . 1 2  
E X  V N O  T  C E L L  C U L T U R E  F R O M  F E D  A N I M A L S  ................................... 6 6  
2 . 4  C Y T O K I N E  E L I S A S  ........................................... .... ................... .*."". ................... 6 7  
2 . 4 . 1  B A S I C  P R I N C I P L E S  O F  E L I S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6 7  
2 . 4 . 2  I L - 4 .  I L - 6 ,  I L - 1 0 .  I L - 1 2 ~ 4 0 .  I L - 1 2 ~ 7 0 .  I L - 1 7 .  T N F - a  E L I S A  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6 8  
2 . 4 . 3  I L - l p .  I L - 2 ,  A N D  I F N - y  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6 9  
2 . 4 . 4  I L - 1 2 p 4 0  ..................................... .,.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6 9  
2 . 4 . 5  I L - 2 3 ~ 1 9  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6 9  
2 . 5  
C E L L  S U R F A C E  M A R K E R  S T A I N I N G  ..................................................... .. ..... 7 0  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 5 . 1  B A S I C  P R I N C I P L E S  O F  F L O W  C Y T O M E T R Y  
7 0  
2 . 5 . 2  C E L L  S U R F A C E  M A R K E R  S T A I N I N G  M E T H O D  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  7 2  
2 . 6  
N U C L E A R  A N D  C Y T O S O L I C  P R O T E I N  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  7 3  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 6 . 1  E X T R A C T I O N  P R O T O C O L  7 3  
2 . 6 . 2  B U F F E R S  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  7 3  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 6 . 3  P R O T E I N  E X T R A C T I O N  7 4  
2 . 6 . 4  B R A D F O R D  A S S A Y  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  7 5  
2 . 7  W E S T E R N  B L O T S  ................................................................................................ 7 5  
2 . 7 . 1  P R I N C I P L E S  W E S T E R N  B L O T T I N G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  7 5  
2 . 7 . 2  P R E P A R A T I O N  O F  S A M P L E S  F O R  G E L  E L E C T R O P H O R E S I S  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  7 6  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 7 . 2  G E L  E L E C T R O P H O R E S I S  7 6  
2 . 7 . 3  W E S T E R N  B L O T T I N G  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  7 6  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 . 7 . 4  I M M U N O D E T E C T I O N  A N D  D E V E L O P M E N T  7 7  
2 . 7 . 5  S T R I P P I N G  A N D  R E - P R O B I N G  M E M B R A N E S  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  7 8  
2 . 8  
A D O P T I V E  T R A N S F E R  E X P E R I M E N T  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  7 8  
. . . . . . . . . . . .  
2 . 9  P R O L I F E R A T I O N  A S S A Y :  [ 3 ~ - ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  I N C O R P O R A T I O N  7 9  
2 . 9 . 1  P R I N C I P L E S  O F  T H Y M I D I N E  I N C O R P O R A T I O N  A S  A  M E T H O D  O F  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
M E A S U R I N G  P R O L I F E R A T I O N  7 9  
2 . 9 . 2  P R O L I F E R A T I O N  A S S A Y  M E T H O D O L O G Y  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  .... . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  7 9  
............................................................................................. 
2 . 1 0  F E E D I N G  S T U D I E S  8 0  
2 . 1 0 . 1  L P S  S H O C K  M O D E L  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  8 0  
2 . 1 0 . 2  D S S  C O L I T I S  M O D E L  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  8 0  
2 . 1 1  S T A T I S T I C S  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . "  .....* . . . . . . . * . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  8 1  
3 . 1  
C H A P T E R  3  I N T R O D U C T I O N  ..................................................................... + . + . + . 8 3  
3 . 2  
R E S U L T S  ................................... . . . . + . . . .  .......................................................... * . . 8 5  
3 . 2 . 1  T H E  C O N C E N T R A T I O N S  O F  P U F A  U S E D  H A V E  N O  S I G N I F I C A N T  E F F E C T  O N  
C E L L  V I A B I L I T Y  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  8 5  
3 . 2 . 2  P U F A  D O S E - D E P E N D E N T L Y  M O D U L A T E  C Y T O K I N E  P R O D U C T I O N  B Y  D C  8 5  
3 . 2 . 3  P U F A  M O D U L A T E  I N  V I T R O  L P S - I N D U C E D  C Y T O K I N E  P R O D U C T I O N  B Y  D C  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  8 6  
3 . 2 . 4  P U F A  M O D U L A T E  C E L L  S U R F A C E  M A R K E R  E X P R E S S I O N  I N  I M M A T U R E  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  A N D  L P S - S T I M U L A T E D  D E N D I U T I C  C E L L S  8 7  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
3 . 2 . 5  E P A  A N D  C L A  I N H I B I T  D C  C H E M O T A X I S  8 8  
3 . 3  D I S C U S S I O N  ..................................................................................................... 1 0 1  
4 . 1  
C H A P T E R  4  I N T R O D U C T I O N  ........ ,., ........................................................ 1 0 7  
4 . 2  R E S U L T S  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  .  1 0 9  
x i i  
4 . 2 . 1  P U F A - M O D U L A T E D  D C  ( I R R A D I A T E D  A N D  N O N -  I R R A D I A T E D )  C A N  A L T E R  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  T H E  C Y T O K I N E  P R O D U C T I O N  P R O F I L E S  O F  C D 4 ' T  C E L L S  1 0 9  
4 . 2 . 2  T H E  A D D I T I O N  O F  L P S  R E N D E R S  P U F A  L E S S  A B L E  T O  I N H I B I T  C Y T O K I N E  
P R O D U C T I O N  F R O M  T  H E L P E R  C E L L S  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 1 0  
4 . 2 . 3  P U F A - I N D U C E D  I N H I B I T I O N  O F  C D 4 '  T  C E L L  C Y T O K I N E  P R O D U C T I O N  I S  
P A R T I A L L Y  R E V E R S E D  B Y  T H E  A D D I T I O N  O F  T H E  S P E C I F I C  E R K  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
I N H I B I T O R  U 0 1 2 6  1 1 1  
4 . 2 . 4  A D O P T I V E L Y  T R A N S F E R R E D  P U F A - M O D U L A T E D  D C  A L T E R  A N T I G E N -  
S P E C I F I C  C Y T O K I N E  P R O D U C T I O N  F R O M  C E L L S  I S O L A T E D  F R O M  T H E  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  L O C A L  L Y M P H  N O D E S  A N D  S P L E E N S  O F  R E C I P I E N T  M I C E  
1 1 2  
.............................. .................. 4 . 3  D I S C U S S I O N  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 2 6  
.................................................. 
5 . 1  C H A P T E R  5  I N T R O D U C T I O N  . . . . . . . . . .  .,. 1 3 2  
5 . 2  R E S U L T S  ....................................................................................................... 1 3 5  
5 . 2 . 1  R S G  I N H I B I T S  T H E  M A T U R A T I O N  P R O C E S S  O F  D C  F O L L O W I N G  L P S  
S T I M U L A T I O N  ...................... .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 3 5  
5 . 2 . 2  E P A  A N D  D H A  I N C R E A S E  P P A R y  E X P R E S S I O N  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 3 5  
5 . 2 . 3  M O D U L A T I O N  O F  C Y T O K I N E  P R O D U C T I O N  B Y  E P A  A N D  D H A  A R E  P P A R y -  
I N D E P E N D E N T  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 3 6  
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C H A P T E R  1  
G E N E R A L  
I N T R O D U C T I O N  
C H A P T E R  1  I N T R O D U C T I O N  
1 .  T H E  I M M U N E  S Y S T E M  
T h e  i m m u n e  s y s t e m  i s  a n  i n t e r a c t i v e  n e t w o r k  o f  l y m p h o i d  o r g a n s ,  c e l l s ,  h u m o r a l  
f a c t o r s ,  a n d  c y t o k i n e s ,  w h i c h  c a n  b e  d i v i d e d  i n t o  t w o  p a r t s ;  i n n a t e  a n d  a d a p t i v e  
i m m u n i t y .  A l t h o u g h  c o n s i d e r e d  s e p a r a t e ,  t h e r e  i s  a  g r e a t  d e a l  o f  i n t e r a c t i o n  
b e t w e e n  t h e  t w o .  
1 . 1 . 1  O V E R V I E W  O F  I N N A T E  I M M U N I T Y  
T h e  t e r m  i n n a t e  i m m u n i t y  i s  s o m e t i m e s  u s e d  t o  i n c l u d e  p h y s i c a l ,  c h e m i c a l ,  a n d  
m i c r o b i o l o g i c a l  b a r r i e r s ,  b u t  m o r e  u s u a l l y  e n c o m p a s s e s  t h e  e l e m e n t s  o f  t h e  
i m m u n e  s y s t e m  ( n e u t r o p h i l s ,  m o n o c y t e s ,  m a c r o p h a g e ,  d e n d r i t i c  c e l l s ,  
c o m p l e m e n t ,  c y t o k i n e s  a n d  a c u t e  p h a s e  p r o t e i n s )  w h i c h  p r o v i d e  t h e  f i r s t  l i n e  o f  
d e f e n c e  a g a i n s t  i n v a d i n g  p a t h o g e n s  [ r e v i e w e d  b y  B e u t l e r  ( 2 0 0 4 ) l .  T h e  i n n a t e  
r e s p o n s e  i s  l a r g e l y  m e d i a t e d  b y  p h a g o c y t e s  ( e . g .  m a c r o p h a g e  a n d  n e u t r o p h i l s ) ,  
w h i c h  e n g u l f  a n d  k i l l  i n v a d i n g  m i c r o b e s ,  a n d  p r o d u c e  a  r a n g e  o f  i n f l a m m a t o r y  
m e d i a t o r s ,  i n c l u d i n g  c y t o k i n e s  a n d  c h e m o k i n e s ,  w h i c h  c o n c u r r e n t l y  c o o r d i n a t e  
a d d i t i o n a l  h o s t  r e s p o n s e s .  M a c r o p h a g e  r e s i d e  i n  t i s s u e s  a t  s i t e s  o f  p a t h o g e n  
e n t r y ,  i n c l u d i n g  t h e  l u n g s  a n d  g u t ,  a n d  a r e  a m o n g  t h e  f i r s t  c e l l s  t o  e n c o u n t e r  
i n v a d i n g  m i c r o b e s .  N e u t r o p h i l s  a r e  s h o r t - l i v e d  a n d  a b u n d a n t  i n  t h e  b l o o d  b u t  a r e  
r e c r u i t e d  t o  s i t e s  o f  i n f e c t i o n  b y  a c t i v a t e d  m a c r o p h a g e  a n d  i n f l a m m a t o r y  
p r o d u c t s  ( A d e r e m  &  U l e v i t c h ,  2 0 0 0 ) .  M a c r o p h a g e  a n d  n e u t r o p h i l s  h a v e  a  l a r g e  
n u m b e r  o f  s u r f a c e  r e c e p t o r s  w h i c h  r e c o g n i s e  p a t h o g e n s  a n d  i n s t i g a t e  
p h a g o c y t o s i s .  T h e s e  i n c l u d e  p a t t e r n  r e c o g n i t i o n  r e c e p t o r s  ( e . g .  T o l l - l i k e  
r e c e p t o r s ) ,  a n d  c e l l  s u r f a c e  r e c e p t o r s  f o r  t h e  F c  p o r t i o n  o f  a n t i b o d i e s .  L i g a n d  
b i n d i n g  t o  t h e s e  r e c e p t o r s  i n d u c e s  t h e  p l a s m a  m e m b r a n e  t o  s u r r o u n d  a n d  e n g u l f  
t h e  m i c r o b e  i n  a  m e m b r a n e - b o u n d  v e s i c l e  k n o w n  a s  a  p h a g o s o m e  ( B e u t l e r ,  
2 0 0 4 ) .  P h a g o s o m e  m a t u r a t i o n  i n  m a c r o p h a g e  a n d  n e u t r o p h i l s  r e s u l t s  i n  t h e  
k i l l i n g  o f  i n t e r n a l i s e d  m i c r o o r g a n i s m s ,  a n d  c o m p l e t e  d e g r a d a t i o n  o f  p h a g o c y t i c  
c a r g o ,  w h e r e a s  m a t u r a t i o n  o f  p h a g o s o m e s  i n  d e n d r i t i c  c e l l s  ( D C )  s e r v e s  t o  
p r e v e n t  c o m p l e t e  d e g r a d a t i o n  o f  a n t i g e n s  s o  t h e y  c a n  b e  p r e s e n t e d  w i t h  m a j o r  
h i s t o c o m p a t i b i l i t y  c o m p l e x  ( M H C )  I 1  m o l e c u l e s  t o  i n i t i a t e  a d a p t i v e  i m m u n e  
r e s p o n s e s  ( B l a n d e r  &  M e d z h i t o v ,  2 0 0 6 ) .  
1 . 1 . 2  T O L L - L I K E  R E C E P T O R S  ( T L R S )  
T h e  i n n a t e  s y s t e m  i s  n o t  a n t i g e n  s p e c i f i c .  O u r  u n d e r s t a n d i n g  o f  h o w  i m m u n e  
c e l l s  d i s c r i m i n a t e  s e l f  f r o m  n o n - s e l f  w a s  t r a n s f o r m e d  b y  t h e  d i s c o v e r y  o f  T o l l -  
l i k e  r e c e p t o r s  ( T L R s ) .  T L R s  a r e  s o  t e r m e d  a s  t h e y  s h a r e  h o m o l o g y  w i t h  t h e  
D r o s o p h i l a  p r o t e i n ,  T o l l .  O n e  o f  t h e  f i r s t  m a m m a l i a n  r e c e p t o r s  t o  b e  i d e n t i f i e d  
w a s  T L R 4  w h i c h  w a s  s h o w n  t o  b i n d  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S ) ,  a n  e n d o t o x i n  
f r o m  g r a m - n e g a t i v e  b a c t e r i a .  S i n c e  t h e n ,  a t  l e a s t  1 1  T L R s  s h a r i n g  h o m o l o g y  
w i t h  T L R 4  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  i n  m a m m a l s ,  e a c h  a b l e  t o  r e c o g n i z e  u n i q u e  
m o l e c u l a r  p a t t e r n s  a s s o c i a t e d  w i t h  d i f f e r e n t  c l a s s e s  o f  p a t h o g e n s .  T h e s e  
c o n s e r v e d  m o t i f s  a r e  t e r m e d  p a t h o g e n  a s s o c i a t e d  m o l e c u l a r  p a t t e r n s  o r  P A M P s .  
T L R s  1 ,  2 ,  4 ,  5 ,  6  a r e  i n v o l v e d  i n  t h e  r e c o g n i t i o n  o f  m a i n l y  b a c t e r i a l  p r o d u c t s ,  
w h e r e  n o n - s e l f  d i s t i n c t i o n  i s  a  f a i r l y  s t r a i g h t f o r w a r d  p r o c e s s .  T L R s  3 , 7 ,  8 , 9 ,  a r e  
i n v o l v e d  i n  d e t e c t i n g  v i r u s e s  a n d  n u c l e i c  a c i d s  w h i c h  a r e  n o t  u n i q u e  t o  t h e  
m i c r o b i a l  w o r l d .  I n  t h i s  c a s e ,  s e l f l n o n - s e l f  d i s c r i m i n a t i o n  i s  m e d i a t e d  b y  
r e c e p t o r  a c c e s s i b i l i t y ,  a s  h o s t  n u c l e i c  a c i d s  d o  n o t  n o r m a l l y  e n t e r  t h e  i n t r a c e l l u l a r  
c o m p a r t m e n t s  t h a t  c o n t a i n  t h e s e  T L R s  ( A d e r e m  &  U l e v i t c h ,  2 0 0 0 ;  I w a s a k i  &  
M e d z h i t o v ,  2 0 0 4 ) .  
C o n s i s t e n t  w i t h  t h e i r  r o l e  i n  p a t h o g e n  r e c o g n i t i o n ,  T L R s  a r e  m a i n l y  e x p r e s s e d  i n  
c e l l s  o f  t h e  i n n a t e  s y s t e m ,  s u c h  a s  m a c r o p h a g e ,  D C ,  n e u t r o p h i l s ,  m a s t  c e l l s ,  
m u c o s a l  e p i t h e l i a V e n d o t h e l i a 1  c e l l s  a n d  f i b r o b l a s t s .  D i s t i n c t  s u b s e t s  o f  t h e s e  
c e l l s  d i f f e r  i n  e x p r e s s i o n  p a t t e r n s  o f  T L R s  e n a b l i n g  t h e m  t o  i n d u c e  s p e c i f i c  t y p e s  
o f  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  s p e c i f i c  p a t h o g e n s  ( A n d r e a k o s  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  T L R  
l i g a t i o n  c a n  t r i g g e r  v a r i o u s  m i t o g e n - a c t i v a t e d  p r o t e i n  k i n a s e  ( M A P K )  s i g n a l l i n g  
c a s c a d e s  a n d  a c t i v a t e  n u c l e a r  f a c t o r -  ( N F ) - K B ,  b o t h  o f  w h i c h  r e g u l a t e  t h e  
t r a n s c r i p t i o n  o f  m a n y  g e n e s  i n v o l v e d  i n  i m m u n i t y  a n d  i n f l a m m a t i o n ,  r e s u l t i n g  i n  
t h e  p r o d u c t i o n  o f  l i p i d  s i g n a l l i n g  m o l e c u l e s  s u c h  a s  p r o s t a g l a n d i n s ,  a n d  p r o t e i n  
s i g n a l l i n g  m o l e c u l e s  s u c h  a s  c y t o k i n e s  ( O ' N e i l l ,  2 0 0 6 ) .  A l t h o u g h  N F K B  i s  
a c t i v a t e d  b y  a l l  T L R s ,  r e c e n t  s t u d i e s  h a v e  h i g h l i g h t e d  s p e c i f i c  m e m b e r s  o f  t h e  
i n t e r f e r o n - r e g u l a t o r y  f a m i l y  ( I R F )  a s  o t h e r  c r u c i a l  f a c t o r s  i n  t h e  i n d u c t i o n  o f  
T L R - r e s p o n s i v e  g e n e s ,  w h i c h  s h a r e  m a n y  s i g n a l l i n g  p a t h w a y  m o l e c u l e s  w i t h  
N F K B .  I R F s  w e r e  d i s c o v e r e d  w h e n  M y d 8 8 - d e f i c i e n t  m i c e  w e r e  s t i l l  a b l e  t o  
p r o d u c e  I F N s  f o l l o w i n g  T L R 3  a n d  T L R 4  l i g a t i o n .  I t  i s  n o w  w e l l  d o c u m e n t e d  
t h a t  T L R 3  a n d  T L R 4  s i g n a l l i n g  c a n  i n d u c e  t y p e  I  F N s  b y  m e c h a n i s m s  
i n d e p e n d e n t  o f  M y d 8 8  u s i n g  I R F 3  a n d  I R F 7  ( M o y n a g h ,  2 0 0 5 ) .  T h e  c o -  
o r d i n a t e d  a c t i v a t i o n  o f  I R F 3 ,  I R F 7 ,  a n d  N F K B  p r o v i d e  m a x i m a l  i n d u c t i o n  o f  
t y p e  I  I F N s ,  w h e r e a s  a c t i v a t i o n  o f  I R F 5  a n d  N F u B  e n s u r e s  f u n c t i o n a l  p r o m o t i o n  
o f  p r o i n f l a m m a t o r y  g e n e s  ( S a n k a r  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  
1 . 2  O V E R V I E W  O F  A D A P T I V E  I M M U N I T Y  
A d a p t i v e  o r  a c q u i r e d  i m m u n i t y  u t i l i s e s  a n t i g e n - s p e c i f i c  r e c e p t o r s  o n  T  a n d  B  
c e l l s  t o  d r i v e  t a r g e t e d  e f f e c t o r  r e s p o n s e s .  T  a n d  B  l y m p h o c y t e s  o r i g i n a t e  i n  t h e  
b o n e  m a r r o w  f r o m  p r o g e n i t o r  c e l l s .  B  c e l l s  r e m a i n  i n  t h e  b o n e  m a r r o w  a n d  
u n d e r g o  f u r t h e r  d e v e l o p m e n t ,  w h e r e a s  T  c e l l s  m i g r a t e  a n d  m a t u r e  i n  t h e  t h y m u s .  
T h e  a n t i g e n - s p e c i f i c i t y  o f  B  c e l l s  i s  d u e  t o  m e m b r a n e - b o u n d  a n t i b o d y  w h e r e a s  T  
c e l l  s p e c i f i c i t y  i s  a t t r i b u t e d  t o  t h e  T  c e l l  r e c e p t o r  ( T C R ) .  S p e c i f i c i t y  i n  b o t h  c e l l  
t y p e s  i s  d u e  t o  r a n d o m  r e a r r a n g e m e n t s  o f  t h e  g e n e s  e n c o d i n g  t h e m  r e s u l t i n g  i n  
t h e  m a n i f e s t a t i o n  o f  a  h u g e  r e p e r t o i r e  o f  r e c e p t o r s  ( N e m a z e e ,  2 0 0 6 ) .  N a i ' v e  
l y m p h o c y t e s  e n t e r  p e r i p h e r a l  l y m p h o i d  o r g a n s  i n c l u d i n g  l y m p h  n o d e s ,  s p l e e n ,  
m u c o s a l  l y m p h o i d  t i s s u e  a n d  g u t - a s s o c i a t e d  l y m p h o i d  t i s s u e  ( G A L T )  a n d  i t  i s  i n  
t h e s e  h i g h l y  o r g a n i s e d  t i s s u e s  t h a t  t h e  m a j o r i t y  o f  i m m u n e  r e s p o n s e s  o c c u r .  
L y m p h o c y t e  d e v e l o p m e n t  e n s u r e s  t h a t  e a c h  c e l l  b e a r s  s u r f a c e  r e c e p t o r s  f o r  a  
s i n g l e  a n t i g e n ,  b u t  t h e  h i g h  d e g r e e  o f  s p e c i f i c i t y  c o m b i n e d  w i t h  t h e  h u g e  
l y m p h o c y t e  r e p e r t o i r e  m e a n s  o n l y  a  r e l a t i v e l y  s m a l l  n u m b e r  o f  l y m p h o c y t e s  a r e  
a b l e  t o  r e c o g n i s e  a n y  g i v e n  a n t i g e n .  
T o  i n c r e a s e  t h e  c h a n c e s  o f  a n t i g e n  
e n c o u n t e r ,  l y m p h o c y t e s  c o n t i n u a l l y  c i r c u l a t e  b e t w e e n  t h e  b l o o d  a n d  p e r i p h e r a l  
l y m p h  n o d e s .  I t  i s  o n l y  a f t e r  t h e y  e n c o u n t e r  t h e i r  s p e c i f i c  a n t i g e n  ( a n d  c o -  
s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e s )  o n  a n  a n t i g e n - p r e s e n t i n g  c e l l  t h a t  t h e y  a r e  r e t a i n e d  i n  t h e  
l y m p h  n o d e  w h e r e  t h e y  p r o l i f e r a t e  a n d  d i f f e r e n t i a t e  i n t o  e f f e c t o r  T  c e l l s  ( E b e r t  e t  
a l . ,  2 0 0 5 ;  B o n o  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  T h e  a c q u i r e d  r e s p o n s e  r e s u l t s  i n  c l o n a l  e x p a n s i o n  
o f  s p e c i f i c  l y m p h o c y t e s  o v e r  s e v e r a l  d a y s  a f t e r  i n i t i a l  a c t i v a t i o n .  A  n u m b e r  o f  
t h e s e  a n t i g e n - s p e c i f i c  c e l l s  p e r s i s t  f o r  s o m e  t i m e  a f t e r  r e m o v a l  o f  i n i t i a t i n g  
a n t i g e n  g i v i n g  r i s e  t o  m e m o r y  c e l l s  a n d  a  m o r e  e f f e c t i v e  i m m u n e  r e s p o n s e  t o  
a n t i g e n  r e - e x p o s u r e .  
1 . 3  A N T I G E N  P R E S E N T I N G  C E L L S  
A n t i g e n  p r e s e n t i n g  c e l l s  ( A P C )  a r e  a  h e t e r o g e n o u s  f a m i l y  o f  c e l l s  c a p a b l e  o f  
i n t e r n a l i s i n g ,  p r o c e s s i n g  a n d  p r e s e n t i n g  e x o g e n o u s  a n t i g e n  t o  a n t i g e n - s p e c i f i c  T  
c e l l s  a s  p e p t i d e - M H C  c o m p l e x e s .  T h e y  c a n  b e  c l a s s i f i e d  a s  " p r o f e s s i o n a l "  A P C ,  
i . e .  m y e l o i d  D C ,  w h i c h  a r e  u n i q u e l y  c a p a b l e  o f  a c t i v a t i n g  n a i v e  a n d  m e m o r y  T  
c e l l s ,  a n d  t h e  " n o n - p r o f e s s i o n a l "  B  c e l l s ,  m o n o c y t e s ,  m a c r o p h a g e  a n d  
e n d o t h e l i a l  c e l l s ,  w h i c h  a r e  m o r e  i n v o l v e d  i n  t h e  a c t i v a t i o n  o f  m e m o r y  T  c e l l s  
( R u t e l l a  &  L e m o l i ,  2 0 0 4 ) .  
C e l l - m e d i a t e d  a n d  h u m o r a l  i m m u n e  r e s p o n s e s  r e q u i r e  c y t o k i n e s  f r o m  T  h e l p e r  
( T h )  c e l l s .  T h e  f a c t  t h a t  C D 4 +  T  h e l p e r  c e l l s  o n l y  r e c o g n i s e  a n t i g e n  w h e n  i t  i s  
c o u p l e d  t o  a n  M H C I I  m o l e c u l e  o n  t h e  s u r f a c e  o f  a n  A P C ,  e n s u r e s  t h e  r e g u l a t e d  
a c t i v a t i o n  o f  T h  c e l l s ,  a s  d o e s  t h e  f a c t  t h a t  D C  a r e  t h e  o n l y  A P C  t h a t  e x p r e s s  
M H C I I  a n d  a r e  s i m u l t a n e o u s l y  c a p a b l e  o f  d e l i v e r i n g  t h e  c o - s t i m u l a t o r y  s i g n a l s  
n e c e s s a r y  t o  a c t i v a t e  n a i ' v e  T  c e l l s  ( T r s m b e t t a  &  M e l l m a n ,  2 0 0 5 ) .  
1 . 3 . 1  D E N D R I T I C  C E L L S  
D e n d r i t i c  c e l l s  a r e  b o n e  m a r r o w  d e r i v e d  a n t i g e n  p r e s e n t i n g  c e l l s  p r e s e n t  i n  s m a l l  
n u m b e r s  i n  m o s t  t i s s u e s  e n c o m p a s s i n g  l e s s  t h a n  1 %  o f  t o t a l  m o n o n u c l e a r  c e l l s .  
T h e y  h a v e  a  d i s p r o p o r t i o n a t e l y  l a r g e  i n f l u e n c e  o n  t h e  i m m u n e  r e s p o n s e  a s  t h e y  
l i n k  i n n a t e  a n d  a d a p t i v e  i m m u n i t y  b y  b e i n g  t h e  o n l y  A P C  c a p a b l e  o f  a c t i v a t i n g  
n a i ' v e  T  c e l l s  ( S t a g g  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  T h e y  h a v e  t w o  m a i n  f u n c t i o n s ;  a c q u i s i t i o n  o f  
a n t i g e n  a n d  s t i m u l a t i o n  o f  l y m p h o c y t e s .  I m m a t u r e  D C  r e s i d e  a t  s i t e s  o f  p o t e n t i a l  
p a t h o g e n  e n t r y ,  c o n s t a n t l y  p a t r o l l i n g  a n d  s a m p l i n g  t h e  e n v i r o n m e n t  f o r  f o r e i g n  
a n t i g e n .  R e c o g n i t i o n  o f  i n v a d i n g  p a t h o g e n s  i s  m e d i a t e d  b y  a  s e t  o f  p a t t e r n  
r e c o g n i t i o n  r e c e p t o r s  t h a t  r e c o g n i s e  c o n s e r v e d  P A M P s  ( S o u s a ,  2 0 0 4 ) .  O n e  o f  t h e  
m a j o r  f a m i l i e s  o f  r e c e p t o r s  i s  t h e  T L R  f a m i l y  [ s e e  s e c t i o n  1 . 1 . 2 1  a n d  T L R  
l i g a t i o n  l e a d s  t o  D C  a c t i v a t i o n  a n d  i m m e d i a t e l y  r e s u l t s  i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
p r o i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s ,  s u c h  a s  I L - 2 ,  I L - 1 2 ,  I L - 1 5 ,  a n d  I L - 1 8  ( A n d r e a k o s  e t  
a l . ,  2 0 0 4 )  w h i c h  c o n t r i b u t e  t o  l o c a l  i n n a t e  i m m u n e  r e s p o n s e s .  T L R  s i g n a l l i n g  
a l s o  i n i t i a t e s  a  p r o g r a m  o f  D C  m a t u r a t i o n ,  w h i c h  t r a n s f o r m s  t h e  i m m a t u r e  D C  
i n t o  a  p o t e n t  e f f e c t o r  D C  c a p a b l e  o f  d r i v i n g  n a i v e  T  c e l l s  t o  d i f f e r e n t i a t e  i n t o  
e f f e c t o r  T  h e l p e r  c e l l s .  D u r i n g  D C  m a t u r a t i o n  t h e r e  i s  a n  u p - r e g u l a t i o n  o f  
M H C I I - p e p t i d e  c o m p l e x  e x p r e s s i o n  w h i c h  d e t e r m i n e s  t h e  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  T  
c e l l  r e s p o n s e  ( s i g n a l  I ) ,  a s  w e l l  a s  a n  i n c r e a s e  i n  c o s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e  
e x p r e s s i o n ,  s u c h  a s  C D 8 0 ,  C D 8 6  a n d  C D 4 0 ,  t h a t  d e t e r m i n e s  t h e  a b i l i t y  o f  n a i v e  
T  c e l l s  t o  e x p a n d  ( s i g n a l  2 ) .  D C  a l s o  e x p r e s s  a  s e l e c t i v e  s e t  o f  T  c e l l - p o l a r i z i n g  
m o l e c u l e s  ( s i g n a l  3 ) ;  e i t h e r  s o l u b l e  o r  m e m b r a n e - b o u n d  t h a t  d e t e r m i n e s  t h e  
b a l a n c e  b e t w e e n  T  h e l p e r  c e l l  s u b s e t  d e v e l o p m e n t  ( T h l ,  T h 2 ,  T h 1 7  o r  r e g u l a t o r y  
T  c e l l s ) .  T h e  e x p r e s s i o n  p r o f i l e  o f  t h e s e  T  c e l l - p o l a r i z i n g  m o l e c u l e s  i s  
d e t e r m i n e d  w h e n  P A M P s  b i n d  t o  p a t t e r n  r e c o g n i t i o n  r e c e p t o r s  ( e . g . ,  T L R )  o n  t h e  
D C  i n  t h e i r  i m m a t u r e  s t a t e  [ R e v i e w e d  b y  K a p s e n b e r g  ( 2 0 0 3 )  a n d  d e  J o n g  e t  a l .  
( 2 0 0 5 ) l .  
1 . 3 . 2  D E N D R I T I C  C E L L  A C T I V A T I O N  A N D  M A T U R A T I O N  
D C  m a t u r a t i o n  i s  t r i g g e r e d  b y  e x o g e n o u s  a n d / o r  e n d o g e n o u s  m e d i a t o r s ,  
i n c l u d i n g  p r o - i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s  ( I L -  1  P ,  g r a n u l o c y t e - m a c r o p h a g e  c o l o n y  
s t i m u l a t i n g  f a c t o r  ( G M C S F ) ,  t u m o u r  n e c r o s i s  f a c t o r -  ( T N F ) - a ) ,  b a c t e r i a l  o r  v i r a l  
c o m p o n e n t s  ( l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S ) ,  d o u b l e  s t r a n d e d  D N A ) ,  a n d  l i g a t i o n  o f  
t h e  T N F  r e c e p t o r  f a m i l y  d u r i n g  i n t e r a c t i o n s  w i t h  T  c e l l s  ( e . g .  C D 4 0 )  ( R u t e l l a  &  
L e m o l i ,  2 0 0 4 ) .  
D C  c a n  c a p t u r e  e x o g e n o u s  a n t i g e n  t h r o u g h  v a r i o u s  r o u t e s  i n c l u d i n g  
m a c r o p i n o c y t o s i s  a n d  r e c e p t o r - m e d i a t e d  e n d o c y t o s i s  ( e . g .  C - t y p e  l e c t i n  r e c e p t o r s  
( D E C 2 0 5 ) ) .  T h e y  c a n  a c q u i r e  i m m u n e  c o m p l e x e s  a n d  o p s o n i s e d  p a r t i c l e s  v i a  
F c y - r e c e p t o r s ,  a n d  a r e  a b l e  t o  p h a g o c y t o s e  b a c t e r i a  a n d  v i r u s  p a r t i c l e s ,  a l l  o f  
w h i c h  u l t i m a t e l y  l e a d s  t o  c e l l  a c t i v a t i o n  ( B a n c h e r e a u  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  A c t i v a t i o n  
t r i g g e r s  a  m a t u r a t i o n  p r o c e s s ,  a n d  t h e  D C  g a i n  t h e  a b i l i t y  t o  s t i m u l a t e  n a i ' v e  T  
c e l l s  w h i l s t  m i g r a t i n g  t o  d r a i n i n g  l y m p h  n o d e s .  
T h e  m a t u r a t i o n  p r o c e s s  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  s e v e r a l  e v e n t s  i n c l u d i n g  t h e  l o s s  o f  
p h a g o c y t i c / e n d o c y t i c  r e c e p t o r s ,  u p r e g u l a t i o n  o f  M H C I I  a n d  c o - s t i m u l a t o r y  
m o l e c u l e s  ( C D 8 0 ,  C D 8 6 ,  C D 4 0 ) ,  a n d  i n c r e a s e d  m o t i l i t y  ( B a n c h e r e a u  e t  a l . ,  
2 0 0 0 ) .  T h e  m a t u r a t i o n  p r o c e s s  a l s o  s e e s  a  r e a r r a n g e m e n t  o f  c h e m o k i n e  r e c e p t o r s  
a n d  a d h e s i o n  m o l e c u l e s  o n  t h e  D C  s u r f a c e .  C C R 5 ,  a  r e c e p t o r  f o r  C C L 3  ( a l s o  
k n o w n  a s  m a c r o p h a g e  i n f l a m m a t o r y  p r o t e i n ,  o r  M I P - l a )  i s  h i g h l y  e x p r e s s e d  o n  
i m m a t u r e  D C  a n d  d i r e c t s  c e l l s  t o  s i t e s  o f  i n f l a m m a t i o n .  U p o n  a c t i v a t i o n ,  C C R 5  
i s  d o w n - r e g u l a t e d  a n d  r e c e p t o r s  f o r  l y m p h o i d  c h e m o k i n e s  a r e  i n c r e a s e d ,  e . g .  
C C R 7 ,  w h o s e  l i g a n d  i s  C C L 2 1  o r  M I P - 3 a ,  w h i c h  i s  f o u n d  o n  l y m p h a t i c  
e n d o t h e l i a l  c e l l s  d u r i n g  i n f l a m m a t i o n  a n d  a i d s  D C  m i g r a t i o n  t o  T  c e l l  a r e a s  o f  
l y m p h o i d  t i s s u e  ( I r n h o f  &  A u r r a n d - L i o n s ,  2 0 0 4 ) .  
W h e n  D C  r e a c h  t h e  T  c e l l  r i c h  a r e a s  o f  t h e  l y m p h  n o d e  t h e y  p r o d u c e  s t i m u l a t o r y  
c y t o k i n e s  ( e . g .  I L - 1 2 ,  I L - 6 ) .  O n c e  t h e i r  s e n t i n e l  f u n c t i o n  i s  c o m p l e t e ,  D C  
c o m m i t  s u i c i d e  b y  a p o p t o s i s ,  a n d  i n  d o i n g  s o ,  h e l p  r e s t o r e  h o m e o s t a s i s  
( R e s c i g n o  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  
1 . 3 . 3  A N T I G E N  P R O C E S S I N G  A N D  P R E S E N T A T I O N  
T h e  m a j o r  h i s t o c o m p a t i b i l i t y  c o m p l e x  o r  M H C  i s  a  l a r g e  g e n e t i c  c o m p l e x  w i t h  
m u l t i p l e  l o c i  t h a t  e n c o d e s  t w o  M H C  c l a s s e s :  M H C I  i s  a  c o m p l e x  o f  
g l y c o p r o t e i n s  f o u n d  o n  t h e  m e m b r a n e  o f  n e a r l y  a l l  n u c l e a t e d  c e l l s .  T h e r e  a r e  
t h r e e  c l a s s  I  l o c i  i n  h u m a n s ;  A ,  B ,  a n d  C ,  a n d  t w o  i n  m i c e ;  K  a n d  D .  M H C I I  i s  a  
c o m p l e x  o f  h e t e r o d i m e r i c  g l y c o p r o t e i n s  c o n s i s t i n g  o f  a n  a l p h a  a n d  b e t a  c h a i n  
e x p r e s s e d  b y  A P C .  T h e r e  a r e  t h r e e  c l a s s  I 1  l o c i  i n  h u m a n s  ( D R ,  D P ,  a n d  D Q )  
a n d  t w o  i n  m i c e  ( I A  a n d  E ) .  B o t h  M H C I  a n d  11 g e n e s  a r e  h i g h l y  p o l y m o r p h i c ,  
a n d  t h e r e f o r e  m u l t i p l e  M H C I  a n d  I 1  m o l e c u l e s  a r e  e x p r e s s e d  o n  i m m u n e  c e l l s  
a n d  b i n d  t o  a  s p e c t r u m  o f  a n t i g e n i c  p e p t i d e s .  
A n t i g e n  i s  d e g r a d e d  a n d  
c o m p l e x e d  w i t h  e i t h e r  M H C I  o r  M H C I I  m o l e c u l e s  d e p e n d i n g  o n  t h e  r o u t e  b y  
w h i c h  t h e  a n t i g e n  e n t e r s  t h e  c e l l .  I f  t h e  a n t i g e n  i s  p r o d u c e d  e n d o g e n o u s l y ,  i . e .  
w i t h i n  t h e  c e l l ,  i t  i s  c o m p l e x e d  t o  M H C I  t h r o u g h  a n  i n t r a c e l l u l a r  p r o c e s s i n g  
p a t h w a y .  A l t e r n a t i v e l y ,  p r o f e s s i o n a l  a n t i g e n  p r e s e n t i n g  c e l l s  ( d e n d r i t i c  c e l l s ,  
m a c r o p h a g e ,  a n d  B  c e l l s )  t a k e  u p  a n t i g e n  b y  e n d o c y t o s i s  o r  p h a g o c y t o s i s ,  a n d  
t h e  e x o g e n o u s  a n t i g e n  i s  p r o c e s s e d  a n d  c o m p l e x e d  t o  M H C I I  m o l e c u l e s  b e f o r e  
b e i n g  e x p r e s s e d  o n  t h e  A P C  s u r f a c e  ( G u e n n o n p r e z  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  T r o m b e t t a  &  
M e l l m a n ,  2 0 0 5 ) .  
T h e  e x p r e s s i o n  o f  M H C I I  g e n e s  i s  e n h a n c e d  b y  i n f l a m m a t o r y  a n d  i m m u n e  
s t i m u l i ,  p a r t i c u l a r l y  c y t o k i n e s  s u c h  a s  i n t e r f e r o n -  ( 1 F N ) - ) I ,  w h i c h  s t i m u l a t e s  t h e  
t r a n s c r i p t i o n  o f  M H C I I  g e n e s  ( L e e  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  I n  i m m a t u r e  D C ,  M H C I I  
m o l e c u l e s  a r e  r a p i d l y  i n t e r n a l i s e d  a n d  h a v e  a  s h o r t  h a l f - l i f e .  T h e  D C  d e g r a d e  
a n t i g e n s  w i t h i n  a  M H C I I - r i c h  e n d o s o m a l  c o m p a r t m e n t ,  o r  M I I C ,  a n d  a r e  a b l e  t o  
c o n s e r v e  s u f f i c i e n t  p e p t i d e  s t r u c t u r e  t o  p r e s e n t  o n  t h e i r  c e l l  s u r f a c e  c o u p l e d  t o  
M H C I I  m o l e c u l e s  ( T r o m b e t t a  &  M e l l m a n ,  2 0 0 5 ) .  A f t e r  D C  m a t u r a t i o n ,  t h e r e  i s  
a  b u r s t  o f  M H C I I  s y n t h e s i s  a n d  t r a n s l o c a t i o n  t o  t h e  s u r f a c e  w h e r e  i t  r e m a i n s  
s t a b l y  c o m p l e x e d  t o  p e p t i d e  f o r  d a y s  a n d  a v a i l a b l e  f o r  C D 4 +  T  c e l l s  ( R e s c i g n o  e t  
a l . ,  1 9 9 9 ) .  M H C - p e p t i d e  c o m p l e x e s  a r e  1 0 - 1 0 0  t i m e s  h i g h e r  o n  D C  t h a n  
m a c r o p h a g e  o r  B  c e l l s  ( B a n c h e r e a u  &  S t e i n m a n ,  1 9 9 8 )  m a k i n g  t h e m  t h e  
s u p e r l a t i v e  A P C .  
1 . 3 . 4  A C T I V A T I O N  O F  T  C E L L S  
D u r i n g  i t s  i n t e r a c t i o n  w i t h  a  D C ,  t h e  T  c e l l  o r g a n i s e s  s i g n a l l i n g  m o l e c u l e s  i n  a  
s p e c i a l i s e d  j u n c t i o n  k n o w n  a s  t h e  i m m u n o l o g i c a l  s y n a p s e  ( I S ) .  T h e  I S  f a c i l i t a t e s  
t h e  i n t e g r a t i o n  o f  m u l t i p l e  s i g n a l s  d e l i v e r e d  b y  T C R  a n d  c o s t i m u l a t o r y  r e c e p t o r  
e n g a g e m e n t ,  e n s u r i n g  s u s t a i n e d  s i g n a l l i n g ,  g e n e  t r a n s c r i p t i o n ,  a n d  c e l l - c y c l e  
p r o g r e s s i o n  ( V i o l a  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  
T h e  m o s t  c o m m o n  f o r m  o f  t h e  T C R  i s  c o m p o s e d  o f  a n  a -  a n d  P - c h a i n .  T h e s e  a -  
a n d  P - c h a i n s  a r e  n o n - c o v a l e n t l y  a s s o c i a t e d  w i t h  a  c o m p l e x  o f  l o w - m o l e c u l a r  
w e i g h t  t r a n s m e m b r a n e  p r o t e i n s ,  k n o w n  a s  t h e  C D 3  c o m p l e x  ( A l e g r e  e t  a l . ,  
2 0 0 1 )  [ s e e  f i g u r e  1 . 1 1 .  T C R  l i g a t i o n  b y  M H C  c o u p l e d  t o  a n  a n t i g e n  i n d u c e s  
s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  t h r o u g h  t h e  C D 3  c o m p l e x  i n t o  t h e  n u c l e u s ,  a c t i v a t i n g  g e n e s  
i n v o l v e d  i n  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n .  A c c e s s o r y  m o l e c u l e s  o n  t h e  T  c e l l  m u s t  b e  
s i m u l t a n e o u s l y  e n g a g e d  b y  c o r r e s p o n d i n g  l i g a n d s  o n  t h e  A P C  t o  a l l o w  t h e  T  c e l l  
t o  b e c o m e  f u l l y  a c t i v a t e d .  W i t h o u t  t h e s e  c o s t i m u l a t o r y  s i g n a l s ,  t h e  T  c e l l s  w i l l  
e i t h e r  b e c o m e  a n e r g i c  o r  d i e  b y  a p o p t o s i s  ( P a r k i n  &  C o h e n ,  2 0 0 1 ) .  A n e r g y  
o c c u r s  u n d e r  t w o  c i r c u m s t a n c e s ;  o n e  i s  i f  t h e  T C R  i s  e n g a g e d  b y  a  n o n -  
p r o f e s s i o n a l  A P C  t h a t  l a c k s  c o s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e s  o n  i t s  s u r f a c e ;  t h e  s e c o n d  i s  
i f  T C R  l i g a t i o n  i s  f o l l o w e d  b y  t h e  b i n d i n g  o f  c y t o t o x i c  T - l y m p h o c y t e  a s s o c i a t e d  
a n t i g e n - 4  ( C T L A - 4 )  w i t h  C D 2 8  o n  t h e  T  c e l l  ( R o m a g n a n i ,  2 0 0 6 )  [ s e e  s e c t i o n  
1 . 5 . 1 1 .  
I t  i s  t h o u g h t  t h a t  M H C - p e p t i d e  m o l e c u l e s  c a n  s e r i a l l y  e n g a g e  s e v e r a l  T C R s  o n  a  
s i n g l e  T  c e l l ,  p r o g r e s s i v e l y  a m p l i f y i n g  t h e  m a g n i t u d e  o f  i n t r a c e l l u l a r  s i g n a l s ,  
e v e n t u a l l y  c r o s s i n g  t h e  t h r e s h o l d  f o r  T  c e l l  a c t i v a t i o n  ( A l e g r e  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  I t  i s  
o n l y  w i t h  p r o l o n g e d  T C R  s t i m u l a t i o n  a n d  c o - s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e  l i g a t i o n ,  i n  
t h e  p r e s e n c e  o f  p o l a r i s i n g  c y t o k i n e s  t h a t  n a i v e  T  c e l l s  b e c o m e  e f f e c t o r  c e l l s  
[ s e c t i o n  1 . 4 . 2  d e s c r i b e s  t h e  d i f f e r e n t  T  h e l p e r  c e l l  s u b s e t s  a n d  T a b l e  1 . 1  s h o w s  
t h e  c y t o k i n e s  i n v o l v e d  i n  T  h e l p e r  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n ] .  T h i s  i s  b e c a u s e  T C R s  i n  
n a i v e  T  c e l l s  a r e  i n e f f i c i e n t l y  c o u p l e d .  T h e  l i g a t i o n  o f  C D 2 8  b y  B 7  m o l e c u l e s  
r e c r u i t s  m e m b r a n e  r a f t s ,  c o n t a i n i n g  k i n a s e s  a n d  a d a p t o r s ,  t o  t h e  s y n a p s e ,  w h i c h  
a m p l i f i e s  t h e  s i g n a l l i n g  p r o c e s s  u p  t o  1 0 0 - f o l d  ( S a l l u s t o  &  L a n z a v e c c h i a ,  2 0 0 2 ) .  
I t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  n a i v e  T  c e l l s  r e q u i r e  6 - 3 0  h o u r s  o f  s t i m u l a t i o n  b e f o r e  
c o m m i t t i n g  t o  c e l l  d i v i s i o n ,  w h e r e a s  m e m o r y l e f f e c t o r  c e l l s  a r e  a b l e  t o  r e s p o n d  
w i t h i n  0 . 5 - 2  h o u r s .  A f t e r  e n g a g e m e n t  w i t h  a n t i g e n ,  t h e  T C R  i s  i n t e r n a l i s e d  a n d  
d e g r a d e d  a n d  t h e  d i f f e r e n t i a t e d  c e l l s  l o s e  t h e i r  l y m p h - n o d e  h o m i n g  r e c e p t o r s  a n d  
a c q u i r e  r e c e p t o r s  t h a t  c o n t r o l  t h e i r  m i g r a t i o n  t o  i n f l a m e d  t i s s u e s  w h e r e  t h e y  
e x e c u t e  t h e i r  e f f e c t o r  f u n c t i o n s  ( S a l l u s t o  &  L a n z a v e c c h i a ,  2 0 0 2 ) .  D i v i s i o n  a n d  
c l o n a l  e x p a n s i o n  o f  e a c h  T  c e l l  r e s u l t s  i n  u p  t o  1 0 0 0  p r o g e n y ,  m o s t  o f  w h i c h  a r e  
a r m e d  e f f e c t o r  c e l l s  ( P a r k i n  &  C o h e n ,  2 0 0 1 ) .  
S t u d i e s  s u g g e s t  t h a t  t i s s u e - r e s i d e n t  D C  m i g r a t e  t o  d r a i n i n g  l y m p h  n o d e s  i n  t h e  
a b s e n c e  o f  s t i m u l a t i o n  a s  p a r t  o f  t h e  h o m e o s t a t i c  p r o c e s s ,  w h e r e  t h e y  c a n  t o l e r i s e  
a n y  s e l f - r e a c t i v e  T  c e l l s  t h e y  c o m e  i n t o  c o n t a c t  w i t h  o r  g e n e r a t e  r e g u l a t o r y  T  
c e l l s  ( P a s a r e  &  M e d z h i t o v ,  2 0 0 4 ) .  U n d e r  i n f l a m m a t o r y  c o n d i t i o n s  l y m p h  n o d e s  
r e c e i v e  l a r g e  n u m b e r s  o f  h i g h l y  s t i m u l a t o r y  D C  f o r  s u s t a i n e d  p e r i o d s  l e a d i n g  t o  
r a p i d  p r o l i f e r a t i o n  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  a n t i g e n - s p e c i f i c  T  c e l l s  ( S a l l u s t o  &  
L a n z a v e c c h i a ,  2 0 0 2 ) .  
c ~ s t l m u l a t o r y  m o l e c u l e s  
A n t l g e n - p r e s e n t i n g  c e l l  
F I G U R E  1 . 1  [ T a k e n  f r o m  P a r k i n  &  C o h e n  ( 2 0 0 1 ) l  
D i a g r a m m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  T C R  l i g a t i o n  a n d  t h e  a c c e s s o r y  m o l e c u l e s  i n v o l v e d  i n  
d u r i n g  T  c e l l  a c t i v a t i o n .  I n  T  l y m p h o c y t e s  t h e  r e c e p t o r  h a s  t w o  f o r m s ,  t h e  m o s t  c o m m o n  
c o n s i s t s  o f  a n  a  a n d  p  c h a i n .  C r o s s - l i n k i n g  o f  t h e  T C R  w i t h  a n t i g e n - M H C I I  c a u s e s  
a g g r e g a t i o n  w i t h  t h e  C D 3  c o m p l e x  t h a t  t h e n  t r a n s n z i t s  s i g n a l s  i n t o  t h e  c e l l  e v e n t u a l l y  
l e a d i n g  t o  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n .  C o n c u r r e n t  l i g a t i o n  o f  c o - r e c e p t o r s  o n  t h e  s u $ a c e  o f  t h e  
T  c e l l  ( c o - s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e s  s u c h  a s  C D 8 0 ,  C D 8 6  a n d  C D 4 0 )  s i g n a l  t h e  c e l l  t o  
b e c o m e  a c t i v a t e d .  W i t h o u t  t h e s e  c o s i g n a l s  t h e  c e l l  w i l l  b e c o m e  e i t h e r  a n e r g i c  o r  
a p o p t o t i c .  
1 . 4  T  C E L L S  
T h e  p r e c u r s o r s  o f  T  l y m p h o c y t e s  a r i s e  i n  t h e  b o n e  m a r r o w  a n d  m a t u r e  i n  t h e  
t h y m u s .  
T h e y  a r e  d i v i d e d  i n t o  f u n c t i o n a l l y  d i s t i n c t  p o p u l a t i o n s ;  T  h e l p e r  c e l l s  
a n d  c y t o t o x i c  T  c e l l s  ( C T L s )  c h a r a c t e r i s e d  b y  t h e  e x p r e s s i o n  o f  C D 4  a n d  C D 8  o n  
t h e i r  c e l l  s u r f a c e ,  r e s p e c t i v e l y .  T  c e l l s  a r e  a b l e  t o  r e c o g n i s e  a n t i g e n  c o m p l e x e d  
t o  M H C  p r o t e i n s ;  C D 8 '  T  c e l l s  r e c o g n i s e  M H C I - p e p t i d e  c o m p l e x e s ,  w h e r e a s  
C D 4 '  T  c e l l s  r e c o g n i s e  M H C I I - p e p t i d e  c o m p l e x e s ,  b u t  t h e y  a r e  o n l y  a c t i v a t e d  i f  
a c c e s s o r y  m o l e c u l e s  o n  t h e  T  c e l l  a r e  l i g a t e d  ( e . g .  C D 2 8  w i t h  B 7 - 1  o r  B 7 - 2  o n  
A P C )  ( P a r k i n  &  C o h e n ,  2 0 0 1 ) .  
T A B L E  1 . 1 :  S u m m a r y  o f  t h e  C D 4 '  T - h e l p e r  s u b s e t s ,  t h e  c y t o k i n e s  t h e y  s e c r e t e ,  t h e  
c y t o k i n e s  t h a t  i n f l u e n c e  t h e i r  d i f f e r e n t i a t i o n ,  a n d  t h e i r  m a i n  i m m u n o l o g d c a l ~ n c t i o n s .  
' m a a s  w i w  b y  P r o t e c t i v e  a c t i v i t y  I  
R r : i i d t l @ d  - -  - -  
-  -  
m - Y  
C e l l - m e d i a t e d  
I L - 2  
I L - 4  i m m u n i t y  a g a i n s t  
L 2 7  T N F - d P  
I L -  1  7  i n t r a c e l l u l a r  b a c t e r i a  
&  s o m e  v i r u s e s  
---. 
I L - 4  
H u m o r a l  r e s p o n s e s  
L 1 0  
I L - 5  I F N - Y  
a g a i n s t  h e l m i n t h  
I L - 6  I L - 1 2  
i n f e c t i o n s  &  
I L - 1 3  
m u l t i c e l l u l a r  
o r g a n i s m s  
- - - -
1 2 2 3  
L 1 7 A  
E x t r a c e l l u l a r  b a c t e r i a  
S I P ,  L 6  
I L r  1 7 F  m - Y  
&  s o m e  f u n g i  
L 2 2  I L - 4  
( K l e b s i e l l a  
T G P - f l  ( i n  
L 6  
p n e u m o n i a e ;  
m o u s e  o n l y )  C a n d i d a  a l b i c a n s )  
H o m e o s t a s i s  -  s e l f -  
I L - 1 0  I L - 1 0  
t o l e r a n c e  &  c o n t r o l  
T G F -  P  T G F - P  
o f  e x c e s s i v e  
r e s p o n s e s  a g a i n s t  
n o n - s e l f  
- k  
1 . 4 . 1  C D 8 '  T  C E L L S  
C y t o t o x i c  T  c e l l s  ( C D 8 ' )  r e c o g n i s e  M H C I - p e p t i d e  c o m p l e x e s .  T h e y  b e c o m e  
a c t i v a t e d  a n d  p r o l i f e r a t e  b u t  d o  n o t  g e n e r a l l y  s e c r e t e  m a n y  c y t o k i n e s .  I n s t e a d  
t h e y  e x h i b i t  c y t o t o x i c  a c t i v i t y ,  e l i m i n a t i n g  t u m o u r  c e l l s ,  c e l l s  t h a t  d i s p l a y  v i r a l  
a n t i g e n s  a n d  a n y  c e l l s  d i s p l a y i n g  f o r e i g n  a n t i g e n  c o u p l e d  t o  M H C I  ( P a r k i n  &  
C o h e n ,  2 0 0 1 ) .  
1 . 4 . 2  C D 4 '  T  C E L L S  
M a n y  c e l l  t y p e s  a r e  i n v o l v e d  i n  a n  i m m u n e  r e s p o n s e ,  b u t  C D 4 '  T  c e l l s  a r e  
c r i t i c a l  i n  d e t e r m i n i n g  t h e  o u t c o m e  o f  a n y  i n f e c t i o n .  T h e  d i r e c t i o n  o f  t h e  e n s u i n g  
i m m u n e  r e s p o n s e  i s  r e s u l t a n t  o n  t h e  c y t o k i n e s  C D 4 '  T  c e l l s  s e c r e t e ,  w h i c h  a c t  a s  
g r o w t h  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n  f a c t o r s  f o r  t h e m s e l v e s  a n d  o t h e r  c e l l  t y p e s  ( S z a b o  e t  
a l . ,  2 0 0 3 ) .  
C D 4 '  T  l y m p h o c y t e s  d i f f e r e n t i a t e  i n t o  d i s t i n c t  e f f e c t o r  c e l l  s u b s e t s  c h a r a c t e r i s e d  
b y  t h e i r  f u n c t i o n  a n d  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  p r o f i l e .  T h e  f a t e  o f  n a i ' v e  T  c e l l s  i s  
d e t e r m i n e d  b y  t h r e e  s i g n a l s :  F i r s t l y  l i g a t i o n  o f  T C R s  b y  M H C I I - p e p t i d e  
c o m p l e x e s  p r e s e n t e d  b y  D C .  T h e n  c o - s t i m u l a t i o n  ( d i s c u s s e d  b e l o w ) .  T h e  t h i r d  
s i g n a l  d e p e n d s  o n  t h e  c o n d i t i o n s  u n d e r  w h i c h  t h e  D C  a r e  p r i m e d  a n d  i s  
i m p r i n t e d  b y  t h e  b i n d i n g  o f  p a t h o g e n s  t o  D C  v i a  p a t t e r n  r e c o g n i t i o n  r e c e p t o r s  
( e . g . ,  T L R )  [ s e e  s e c t i o n  1 . 1 . 2 1  ( K a p s e n b e r g ,  2 0 0 3 ) .  U n t i l  f a i r l y  r e c e n t l y  t h e  
g e n e r a l  c o n s e n s u s  w a s  t h a t  t h e r e  w e r e  o n l y  2  t y p e s  o f  T  h e l p e r  l i n e a g e s ;  T h l  a n d  
T h 2 .  F i g u r e  1 . 2  b e l o w  d e p i c t s  t h e  p r o c e s s e s  i n v o l v e d  i n  t h e  p o l a r i s a t i o n  o f  T h l  
a n d  T h 2  c e l l s .  
F I G U R E  1 . 2  [ T a k e n  f r o m  K a p s e n b e r g  ( 2 0 0 3 ) l  
T - c e l l  s t i ~ n u l a t i o n  a n d  T h l / T h Z c e l l  p o l a r i s a t i o l z  r e q u i r e  t h r e e  D C - d e r i v e d  s i g n a l s ;  
S i g n a l  I  i s  t h e  a n t i g e n - s p e c @  s i g n a l  v i a  T C R  l i g a t i o n  w i t h  M H C  c l a s s - 1 1 - p e p t i d e  
c o m p l e x e s :  S i g n a l  2  i s  t h e  c o - s t i m u l a t o ~ y  s i g n a l ,  m a i n l y  m e d i a t e d  b y  t r i g g e r i n g  o f  
C D 2 8  b y  C D 8 0  a n d  C D 8 6  o n  D C :  A n d  s i g n a l  3  i s  t h e  p o l a r i z i n g  s i g n a l  t h a t  i s  m e d i a t e d  
b y  v a r i o z ~ s  s o l c ~ b l e  o r  m e m b r a n e - b o u n d  f a c t o r s ,  s u c h  a s  I L - 1 2 ,  a n d  d e p e n d s  o n  t h e  
a c t i v a t i o n  o f  p a r t i c u l a r  P R R s  b y  P A M P s  
1 . 4 . 2 . 1  T H 1  A N D  T H 2  C E L L  D E V E L O P M E N T  
T h e  d e v e l o p m e n t  o f  n a i v e  T  c e l l s  i n t o  a  T h l  o r  T h 2  p h e n o t y p e  i s  g r e a t l y  
i n f l u e n c e d  b y  t h e  s u r r o u n d i n g  c y t o k i n e  m i l i e u ;  T h l  d i f f e r e n t i a t i o n  i s  r e g u l a t e d  
b y  I L - 1 2 ,  I L - 2 7 ,  t y p e  I  I F N s ,  a n d  I F N - ) I ;  w h e r e a s  T h 2  d i f f e r e n t i a t i o n  i s  l a r g e l y  
i n f l u e n c e d  b y  I L - 4  ( A g n e l l o  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  O t h e r  T h l - p o l a r i s i n g  f a c t o r s  i n c l u d e  
t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s ,  s u c h  a s  T - b e t ,  s i g n a l  t r a n s d u c e r  a n d  a c t i v a t o r  o f  
t r a n s c r i p t i o n -  ( S T A T ) - 1 ,  a n d  S T A T - 4 ,  a n d  t h e  a d h e s i o n  m o l e c u l e ,  I C A M - 1  
( i n t r a c e l l u l a r  a d h e s i o n  m o l e c u l e - 1 ) ,  w h i l e  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s ,  i n c l u d i n g  S T A T 6  
a n d  G A T A - 3 ,  a n d  t h e  c o s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e ,  O X 4 0 L  p r o m o t e  T h 2  
d i f f e r e n t i a t i o n  ( A g n e l l o  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  
T h e  T h l  a n d  T h 2  s u b s e t s  h a v e  a  r e l a t i v e l y  r e s t r i c t e d  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  p r o f i l e ;  
T h l  c e l l s  p r o d u c e  L L - 2 ,  T N F - P ,  a n d  I F N - ) I ,  w h i c h  a c t i v a t e  m a c r o p h a g e ,  n a t u r a l  
k i l l e r  ( N K )  c e l l s ,  a n d  C T L ,  a n d  a r e  t h e  p r i n c i p a l  e f f e c t o r s  o f  c e l l - m e d i a t e d  
i m m u n i t y  a n d  d e l a y e d  t y p e  h y p e r s e n s i t i v i t y  ( D T H ) ,  p r i m a r i l y  t a r g e t i n g  
i n t r a c e l l u l a r  p a t h o g e n s  ( T r i n c h i e r i ,  2 0 0 3 ) .  T h 2  c e l l s  p r o d u c e  I L - 4 ,  ( w h i c h  
s t i m u l a t e s  I g E  p r o d u c t i o n ) ,  I L - 5 ,  ( a n  e o s i n o p h i l  a c t i v a t i n g  f a c t o r ) ,  a n d  I L - 1 0  a n d  
I L - 1 3 ,  w h i c h  t o g e t h e r  w i t h  I L - 4  s u p p r e s s  c e l l - m e d i a t e d  i m m u n i t y  a n d  
i n f l a m m a t i o n  ( G o u w y  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  E x t r a c e l l u l a r  p a t h o g e n s ,  s u c h  a s  h e l m i n t h i c  
w o r m s ,  t e n d  t o  i n d u c e  d i f f e r e n t i a t i o n  a l o n g  t h e  T h 2  p a t h w a y .  O n e  i m p o r t a n t  
a s p e c t  o f  t h e  T h l f T h 2  p a r a d i g m  i s  t h a t  T h l - t y p e  c y t o k i n e s ,  e s p e c i a l l y  I F N - y ,  
i n h i b i t  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  T h 2  c e l l s ,  w h i l e  T h 2 - t y p e  c y t o k i n e s ,  e s p e c i a l l y  I L - 4 ,  
i n h i b i t  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  T h l  c e l l s  ( C a l d e r ,  2 0 0 2 ) .  T h i s  i n h i b i t o r y  f e e d b a c k  
m e c h a n i s m  a i d s  t o  f u r t h e r  p o l a r i s e  t h e  T  h e l p e r  r e s p o n s e .  
O t h e r  t h a n  c l a s s i f i c a t i o n  v i a  c y t o k i n e  p r o f i l e s ,  s e v e r a l  s u r f a c e  m a r k e r s  h a v e  b e e n  
r e c o g n i z e d  t h a t  d i s t i n g u i s h  T h l  a n d  T h 2  c e l l  p o p u l a t i o n s .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  I L -  
1 2  r e c e p t o r - P 2  ( I L - 1 2 R P 2 )  a n d  t h e  c h e m o k i n e  r e c e p t o r s  C X C R 3  a n d  C C R 5  a r e  
p r e f e r e n t i a l l y  e x p r e s s e d  o n  T h l  c e l l s .  I n  c o n t r a s t  C C R 3 ,  C C R 4 ,  a n d  C C R 8  a r e  
m o r e  c o m m o n  o n  T h 2  c e l l s  ( L a n g e n k a m p  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  
1 . 4 . 2 . 2  T H 1 7  C E L L S  
T h e  r e c e n t l y  d i s c o v e r e d  T h 1 7  c e l l s  w e r e  f o u n d  t o  d e v e l o p  v i a  a  l i n e a g e  d i s t i n c t  
f r o m  T h l  a n d  T h 2  c e l l s  b y  ( H a r r i n g t o n  e t  a l . ,  2 0 0 5 ;  M a n g a n  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  T h 1 7  
c e l l s  a r e  c h a r a c t e r i s e d  b y  t h e  p r o d u c t i o n  o f  a  d i s t i n c t  c y t o k i n e  p r o f i l e ,  i n c l u d i n g  
I L - 1 7  a n d  I L - 6 ,  a n d  a r e  t h o u g h t  t o  h a v e  e v o l v e d  t o  c o m b a t  p a t h o g e n s  d i s t i n c t  
f r o m  t h o s e  t a r g e t e d  b y  T h l  a n d  T h 2  c e l l s  ( W e a v e r  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  I L - 1 7  h a s  
e m e r g e d  a s  a  k e y  p r o - i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e  a n d  i s  k n o w n  t o  i n d u c e  t h e  
p r o d u c t i o n  o f  I L - 1 ,  T N F - a ,  a n d  G M C S F .  D i f f e r e n t i a t i o n  o f  t h i s  s u b s e t  i n  m i c e  i s  
c o n t r o l l e d  b y  t r a n s f o r m i n g  g r o w t h  f a c t o r -  ( T G F ) - P ,  I L - 6 ,  a n d  I L - 2 3 ,  a n d  
i n h i b i t e d  b y  I L - 4  a n d  I F N - ) I  a s  n a i ' v e  m u r i n e  T  c e l l s  c u l t u r e d  w i t h  T G F - P  a n d  I L -  
6 ,  i n  t h e  a b s e n c e  o f  I F N - y  a n d  I L - 4  w e r e  f o u n d  t o  d i f f e r e n t i a t e  i n t o  T h 1 7  c e l l s  
a n d  u p - r e g u l a t e  t h e  I L - 2 3 R  ( K i k l y  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  I L - 2 3 ,  a  m e m b e r  o f  t h e  I L - 1 2  
f a m i l y ,  a p p e a r s  t o  b e  r e q u i r e d  f o r  t h e  e x p a n s i o n  a n d  s u r v i v a l  o f  t h e  T h 1 7  s u b s e t  
b u t  n o t  f o r  t h e i r  i n i t i a l  d i f f e r e n t i a t i o n  ( T a t o  &  O ' S h e a ,  2 0 0 6 ) .  A  r e c e n t  p a p e r  b y  
S u t t o n  a n d  c o l l e a g u e s  ( 2 0 0 6 )  a d d r e s s e s  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  I L - 1  i s  a l s o  i n v o l v e d  
i n  p r o m o t i n g  p a t h o g e n i c  T h 1 7  c e l l s  i n  a  m u r i n e  m o d e l  o f  E A E  ( e x p e r i m e n t a l  
a u t o i m m u n e  e n c e p h a l o m y e l i t i s  -  a n i m a l  m o d e l  e q u i v a l e n t  t o  m u l t i p l e  s c l e r o s i s ) .  
S u t t o n  a n d  c o l l e a g u e s  a l s o  r e p o r t e d  t h a t  T N F - a  s y n e r g i z e s  w i t h  I L - 2 3  t o  e n h a n c e  
I L - 1 7  p r o d u c t i o n  i n  a n  I L - 1 - d e p e n d a n t  m a n n e r  i n  t h e  s a m e  m o d e l .  I t  i s  
i m p o r t a n t  t o  n o t e  h e r e  t h a t  a l t h o u g h  T G F - P  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  i n v o l v e d  i n  
T h 1 7  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  i n  m i c e ,  i t  i s  n o t  e s s e n t i a l  f o r  T h 1 7  c e l l  d e v e l o p m e n t  i n  
h u m a n s  ( A c o s t a - R o d r i g u e z  e t  a l . ,  2 0 0 7 ;  M c G e a c h y  &  C u a ,  2 0 0 8 ) .  
I t  i s  u n k n o w n  w h a t  T h 1 7  c e l l s  d o  u n d e r  s t e a d y - s t a t e  c o n d i t i o n s ,  b u t  t h e y  h a v e  
b e e n  s h o w n  t o  b e  k e y  i n  t h e  c l e a r a n c e  o f  s o m e  e x t r a c e l l u l a r  b a c t e r i a  a n d  f u n g i  
( e . g .  K l e b s i e l l a  p n e u m o n i a e  a n d  C a n d i d a  a l b i c a n s ) ,  a n d  h a v e  b e e n  i m p l i c a t e d  a s  
b e i n g  r e s p o n s i b l e  f o r  m a n y  i n f l a m m a t o r y  d i s o r d e r s  p r e v i o u s l y  a t t r i b u t e d  t o  T h l  
c e l l s ,  i n c l u d i n g  r h e u m a t o i d  a r t h r i t i s  a n d  E A E  ( R o m a g n a n i ,  2 0 0 6 ) .  T h 1 7  c e l l s  a r e  
t h o u g h t  t o  i l l i c i t  i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e s  b y  t h e  a c t i o n s  o f  t h e i r  c y t o k i n e  
p r o d u c t i o n  o n  f i b r o b l a s t s ,  e n d o t h e l i a l  c e l l s ,  e p i t h e l i a l  c e l l s ,  a n d  m a c r o p h a g e ,  a n d  
t h r o u g h  t h e  r e c r u i t m e n t  o f  p o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u k o c y t e s  ( R o m a g n a n i ,  2 0 0 6 )  
1 . 4 . 2 . 3  T  R E G U L A T O R Y  C E L L S  
T  h e l p e r  p h e n o t y p e s  a r e  r e g u l a t e d  b y  a  h e t e r o g e n o u s  f a m i l y  o f  c e l l s  k n o w n  a s  T  
r e g u l a t o r y  c e l l s  o r  T r e g s  c h a r a c t e r i s e d  b y  t h e i r  a b i l i t y  t o  s u p p r e s s  a d a p t i v e  T  c e l l  
r e s p o n s e s  a n d  h e l p  p r e v e n t  a u t o i m m u n i t y  [ r e v i e w e d  b y  M i l l s  ( 2 0 0 4 ) l .  
I n  g e n e r a l ,  T r e g s  c a n  d i r e c t l y  t a r g e t  e f f e c t o r  T  c e l l s ,  c o m p e t e  w i t h  p a t h o g e n i c  T  
c e l l s  f o r  a c c e s s  t o  A P C ,  o r  d i r e c t l y  t a r g e t  A P C .  F o r  e x a m p l e ,  D C  c o - c u l t u r e d  
w i t h  C D 4 + C D 2 5 +  r e g u l a t o r y  T  c e l l s  d o w n - r e g u l a t e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  
c o s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e s ,  r e l e a s e  l a r g e  a m o u n t s  o f  I L - 1 0  a n d  b e c o m e  u n a b l e  t o  
e f f e c t i v e l y  t r i g g e r  T  c e l l  a c t i v a t i o n  ( R u t e l l a  &  L e m o l i ,  2 0 0 4 ) .  T h e r e  a r e  a t  l e a s t  
t w o  t y p e s  o f  T r e g s ;  C D 4 + C D 2 5 +  T r e g s  t h a t  a r e  d e v e l o p m e n t a l l y  p r o g r a m m e d  
a n d  m a i n t a i n  t o l e r a n c e  t o  s e l f  a n t i g e n ,  a n d  t h o s e  t h a t  a r e  i n d u c i b l e  a n d  t h o u g h t  t o  
c o n t r o l  e x c e s s i v e  i n f l a m m a t i o n  b y  p r o d u c i n g  l a r g e  a m o u n t s  o f  I L - 1 0  a n d  T G F - P  
( I w a s a k i  &  M e d z h i t o v ,  2 0 0 4 ) .  
N a t u r a l l y  o c c u r r i n g  C D 4 + C D 2 5 +  T r e g s  c o n s t i t u t i v e l y  e x p r e s s  t h e  I L - 2  r e c e p t o r  
a - c h a i n  ( C D 2 5 ) .  I n  c o n t r a s t  t o  r e c e n t l y  a c t i v a t e d  T  c e l l s  t h a t  e x p r e s s  C D 2 5  a t  a  
l o w  a n d  t r a n s i e n t  l e v e l ,  C D 4 + C D 2 5 +  T r e g s  h a v e  a  h i g h  a n d  s u s t a i n e d  l e v e l  o f  
C D 2 5  e x p r e s s i o n  ( R u t e l l a  &  L e m o l i ,  2 0 0 4 ) .  C D 4 + C D 2 5 +  T r e g s  r e s i d e  i n  
s e c o n d a r y  l y m p h o i d  o r g a n s  a n d  t h e i r  d e v e l o p m e n t  i n  t h e  t h y m u s  i s  c o n t r o l l e d  b y  
t h e  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  f o r k - h e a d  b o x  P 3  ( F o x p 3 ) .  E v i d e n c e  s u g g e s t s  t h a t  t h e s e  
c e l l s  h a v e  e v o l v e d  t o  p r e v e n t  a c t i v a t i o n  o f  a u t o - r e a c t i v e  T  c e l l s  t h a t  h a v e  e s c a p e d  
t h y m i c  d e l e t i o n  a n d  t h e y  a r e  t h e r e f o r e  p r i m a r i l y  i n v o l v e d  i n  c e n t r a l  a n d  
p e r i p h e r a l  t o l e r a n c e  t o  a u t o a n t i g e n s  ( P a s a r e  &  M e d z h i t o v ,  2 0 0 4 )  a n d  e x e r t  p o t e n t  
i m m u n o s u p p r e s s i v e  f u n c t i o n s ,  s u p p r e s s i n g  I F N - y  p r o d u c t i o n  a n d  t h e  
p r o l i f e r a t i o n  o f  b o t h  C D 4 +  a n d  C D 8 +  T  c e l l s  v i a  c e l l  c o n t a c t  a n d  I L - 2  i n h i b i t i o n .  
A p p r o x i m a t e l y  h a l f  o f  C D 4 + C D 2 5 +  T r e g s  c o n s t i t u t i v e l y  e x p r e s s  C T L A - 4  a n d / o r  
m e m b r a n e - b o u n d  T G F - P ,  b o t h  o f  w h i c h  a r e  t h o u g h t  t o  b e  i n v o l v e d  i n  t h e i r  
r e g u l a t o r y  f u n c t i o n  ( R u t e l l a  &  L e m o l i ,  2 0 0 4 ;  B a c c h e t t a  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  
A  s e c o n d  s e t  o f  s u p p r e s s o r  c e l l s  k n o w n  a s  i n d u c i b l e  o r  a d a p t i v e  r e g u l a t o r y  T  
c e l l s  i n c l u d e  T r l  a n d  T h 3  c e l l s .  T h e y  o r i g i n a t e ,  l i k e  T h l  a n d  T h 2  c e l l s ,  f r o m  
u n c o m m i t t e d  p e r i p h e r a l  n a i v e  o r  c e n t r a l  m e m o r y  T h  c e l l s  f o l l o w i n g  a c t i v a t i o n  b y  
a n t i g e n - p r e s e n t i n g  D C  u n d e r  c e r t a i n  i m m u n o l o g i c a l  s i t u a t i o n s .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  
a b s e n c e  o f  c o s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e s  o n  i m m a t u r e  D C  i n d u c e s  T  c e l l  t o l e r a n c e  
f o l l o w i n g  r e p e t i t i v e  T C R  s t i m u l a t i o n  ( d e  J o n g  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  I t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  
n o t e  t h a t  t h e  i m m a t u r e  s t a t e  o f  D C  c a n  b e  m a i n t a i n e d  e v e n  a f t e r  a c t i v a t i o n  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  c e r t a i n  a n t i - i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s ,  s u c h  a s  I L - 1 0  o r  T G F - P ,  
s u g g e s t i n g  a n  i n h i b i t o r y  f e e d b a c k  l o o p  b e t w e e n  a d a p t i v e  T r e g s  a n d  t o l e r o g e n i c  
D C  ( d e  J o n g  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  A d a p t i v e  T r e g s  a p p e a r  t o  h a v e  e v o l v e d  t o  p r e v e n t  
d e s t r u c t i o n  o f  h o s t  t i s s u e s  c a u s e d  b y  c h r o n i c  i n f l a m m a t i o n .  T h e y  r e s p o n d  t o  
i n n o c u o u s  f o r e i g n  a n t i g e n s  b y  s e c r e t i n g  i m m u n o s u p p r e s s i v e  c y t o k i n e s ;  T r  1  c e l l s  
s e c r e t e  h i g h  l e v e l s  o f  I L - 1 0 ;  a n d  T h 3  c e l l s  s e c r e t e  h i g h  l e v e l s  o f  T G F - P ,  a n d  t h e y  
a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  m u c o s a l  t o l e r a n c e  t o  u b i q u i t o u s  a n t i g e n s  a n d  n o n - p a t h o g e n i c  
m i c r o f l o r a  ( P a s a r e  &  M e d z h i t o v ,  2 0 0 4 ) .  I L - 1 0  i n h i b i t s  t h e  p r o d u c t i o n  o f  T N F - a  
a n d  I L - 1 2  b y  D C  a n d  m a c r o p h a g e ,  a n d  d o w n - r e g u l a t e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  M H C I I  
a n d  c o s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e s  o n  D C ,  w h e r e a s  T G F - P  i m p e d e s  T h l  r e s p o n s e s  
t h r o u g h  i t s  i n h i b i t o r y  e f f e c t s  o n  t h e  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  T - b e t  a n d  I L - 1 2 R  
e x p r e s s i o n  ( M i l l s ,  2 0 0 4 ) .  
C o s t i m u l a t o r y  s i g n a l s  a r e  d e f i n e d  a s  t h o s e  t h a t  a c t  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  a n t i g e n -  
r e c e p t o r  s i g n a l s ,  l e a d i n g  t o  g r o w t h - f a c t o r  p r o d u c t i o n ,  c e l l  a c t i v a t i o n ,  a n d  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n  a n d  s u r v i v a l .  I n  c o n t r a s t ,  c o - i n h i b i t o r y  s i g n a l s  a t t e n u a t e  a n t i g e n -  
r e c e p t o r  s i g n a l s ,  r e s u l t i n g  i n  d e c r e a s e d  c e l l  a c t i v a t i o n ,  l i m i t e d  g r o w t h - f a c t o r  
p r o d u c t i o n ,  i n h i b i t i o n  o f  c e l l  c y c l e  p r o g r e s s i o n ,  a n d  s o m e t i m e s  i n c r e a s e d  c e l l  
d e a t h  ( C o l l i n s  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  
E n g a g e m e n t  o f  c o s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e s  i n  t h e  c o u r s e  o f  D C - T  c e l l  i n t e r a c t i o n s  
i s  c r i t i c a l  f o r  g e n e r a t i n g  e f f i c i e n t  T  h e l p e r  r e s p o n s e s ,  a s  a b s e n c e  o f  c o -  
s t i m u l a t i o n  c a n  r e s u l t  i n  c e l l  a n e r g y  o r  a p o p t o s i s  ( A l e g r e  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  O n  t h e  
o t h e r  h a n d ,  i n a p p r o p r i a t e  o r  p o o r l y  c o n t r o l l e d  e f f e c t o r  T  c e l l s  c a n  c a u s e  h o s t  
p a t h o l o g y  a n d  a r e  p a r t i c u l a r l y  h a r m f u l  i f  d i r e c t e d  a g a i n s t  a  s e l f - a n t i g e n  o r  
c o m m e n s a l  f l o r a ,  t h e r e f o r e  e f f e c t o r  T  c e l l  r e s p o n s e s  a r e  u n d e r  s t r i n g e n t  
r e g u l a t o r y  c o n t r o l  ( W e a v e r  e t  a l . ,  2 0 0 6 )  
1 . 5 . 1  C D S O ,  C D 8 6 ,  C D 2 8 ,  A N D  C T L A - 4  I N T E R A C T I O N S  
T h e  B 7  l i g a n d s ,  B 7 . 1  ( C D 8 0 )  a n d  B 7 . 2  ( C D 8 6 ) ,  a n d  t h e i r  r e c e p t o r s  C D 2 8  a n d  
C T L A - 4  ( C D 1 5 2 ) ,  e x e m p l i f y  a  c o s t i m u l a t o r y - c o i n h i b i t o r y  s y s t e m  t h a t  a c t s  t o  
r e g u l a t e  i m m u n e  r e s p o n s e s .  
C D 8 0  a n d  C D 8 6  a r e  t y p e  I  t r a n s m e m b r a n e  p r o t e i n s  p r i m a r i l y  e x p r e s s e d  o n  D C  
t h a t  s h a r e  2 5 %  s e q u e n c e  h o m o l o g y  a n d  i n t e r a c t  w i t h  t h e  s a m e  r e c e p t o r s  o n  T  
c e l l s ,  n a m e l y  C D 2 8  a n d  C T L A - 4  ( B h a t i a  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  E n g a g e m e n t  o f  C D 2 8  
w i t h  B 7  l i g a n d s  d e l i v e r s  a  p o s i t i v e  s i g n a l ,  r e s u l t i n g  i n  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n ,  
c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  a n d  p r e v e n t i o n  o f  T r e g  i n d u c t i o n ,  w h e r e a s  t h e  b i n d i n g  o f  
C T L A - 4  w i t h  B 7  r e s u l t s  i n  n e g a t i v e  s i g n a l l i n g  l e a d i n g  t o  a t t e n u a t i o n  o f  T  c e l l  
a c t i v a t i o n  a n d  i n d u c t i o n  o f  T  c e l l  a n e r g y  ( B h a t i a  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  
C D 8 6  i s  c o n s t i t u t i v e l y  e x p r e s s e d  o n  t h e  c e l l  s u r f a c e  o f  A P C  a n d  i s  r a p i d l y  
u p r e g u l a t e d  u p o n  i n t e r a c t i o n  w i t h  C D 2 8  w i t h  m a x i m a l  e x p r e s s i o n  a f t e r  4 8  h o u r s .  
T h e  e x p r e s s i o n  o f  C D 8 0  i s  m o r e  s l o w l y  i n d u c e d  a n d  n o t  d e t e c t a b l e  u n t i l  2 4  
h o u r s  p o s t - s t i m u l a t i o n ,  w i t h  m a x i m a l  e x p r e s s i o n  4 8 - 7 2  h o u r s  l a t e r .  I t  i s  a l s o  
s t a b l e  f o r  l o n g e r  ( u p  t o  4 - 5  d a y s )  ( M a e r t e n  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  
t h a t  C D 8 0  f a v o u r s  T h l  d e v e l o p m e n t ,  w h i l e  C D 8 6  a u g m e n t s  t h e  T h 2  r e s p o n s e  
( M a e r t e n  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) ,  a n d  t h a t  C D 8 0  f a v o u r s  b i n d i n g  t o  C T L A - 4  w h e r e a s  C D 8 6  
s h o w s  a  p r e f e r e n c e  f o r  C D 2 8  ( B h a t i a  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  T h e  p r e f e r e n t i a l  b i n d i n g  o f  
C D 8 6  t o  C D 2 8  ( a n d  C D 8 0  t o  C T L A - 4 )  m a y  p a r t l y  b e  e x p l a i n e d  b y  e x p r e s s i o n  
k i n e t i c s ;  C D 2 8  a n d  C D 8 6  a r e  b o t h  c o n s t i t u t i v e l y  e x p r e s s e d  o n  T  c e l l s  a n d  A P C  
r e s p e c t i v e l y ,  a n d  a r e  a v a i l a b l e  a t  t h e  t i m e  o f  T  c e l l  a c t i v a t i o n .  C D 8 6  a p p e a r s  t o  
b e  a  w e a k e r  l i g a n d  t h a n  C D 8 0 ,  a n d  t h e  r e l a t i v e l y  w e a k  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  
C D 2 8 l C D 8 6  m a y  b e  e n o u g h  t o  i n i t i a t e  T  c e l l  a c t i v a t i o n .  A s  t h e  T  c e l l  b e c o m e s  
a c t i v a t e d ,  t h e  e x p r e s s i o n  o f  C T L A - 4  i s  i n d u c e d  o n  T  c e l l s  a l o n g  w i t h  t h e  
e x p r e s s i o n  o f  C D 8 0  o n  A P C .  T h e  s t r o n g e r  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  C D 8 0  a n d  
C T L A - 4  m a y  o v e r r i d e  t h e  w e a k  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  C D 8 6  a n d  C D 2 8  t h e r e b y  
d e l i v e r i n g  a  n e g a t i v e  s i g n a l  t o  t h e  T  c e l l  ( B h a t i a  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  E v i d e n c e  a l s o  
s u g g e s t s  t h a t  C D 8 0  h a s  a  s u p e r i o r  a f f i n i t y  f o r  C T L A - 4  d u e  t o  i t s  d i m e r i c  
s t r u c t u r e ,  w h e r e a s  C D 8 6  h a s  a  r e l a t i v e l y  w e a k  a f f i n i t y  a n d  a p p e a r s  m o n o m e r i c  i n  
s t r u c t u r e  ( M a n z o t t i  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  C D 8 6  k n o c k o u t  m i c e  h a v e  a  m o r e  s e v e r e  
i m m u n e  d e f i c i e n c y  c o m p a r e d  t o  C D 8 0  k n o c k o u t s ,  s u g g e s t i n g  C D 8 6  i s  a  m o r e  
i m p o r t a n t  c o s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e .  H o w e v e r ,  t h i s  m a y  b e  b e c a u s e  C D 8 6  
e x p r e s s i o n  i s  m o r e  a b u n d a n t ,  w h i c h  m a k e s  i t  d i f f i c u l t  t o  d i f f e r e n t i a t e  b e t w e e n  
f u n c t i o n a l  a n d  e x p r e s s i o n a l  d i f f e r e n c e s  ( M a n z o t t i  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  
1 . 5 . 1 . 1  
C T L A - 4  ( C Y T O T O X I C  T  L Y M P H O C Y T E - A S S O C I A T E D  A N T I G E N  4 )  
C T L A - 4  b i n d s  B 7  m o l e c u l e s  w i t h  a  2 0 - f o l d  h i g h e r  a f f i n i t y  t h a n  C D 2 8 .  C D 2 8  i s  
c o n s t i t u t i v e l y  e x p r e s s e d  o n  r e s t i n g  C D 4 +  c e l l s  w h e r e a s  C T L A - 4  i s  o n l y  
u p r e g u l a t e d  f o l l o w i n g  T  c e l l  a c t i v a t i o n  a n d  h a s  a  m o r e  c o m p l e x  e x p r e s s i o n  
p a t t e r n  ( M a n z o t t i  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  I n  r e s t i n g  T  c e l l s ,  C T L A - 4  i s  p r e d o m i n a n t l y  
f o u n d  i n  i n t r a c e l l u l a r  v e s i c l e s .  
U p o n  a c t i v a t i o n ,  i t  i s  t r a n s p o r t e d  t o  t h e  T  c e l l  
s u r f a c e  w h e r e  i t  i s  r a p i d l y  i n t e r n a l i s e d  a n d  u n d e r g o e s  a  p a t t e r n  o f  r e c y c l i n g .  
C D 2 8  h a s  a  s l o w  t u r n o v e r  r a t e ,  w h e r e a s  C T L A - 4  h a s  a  h a l f  l i f e  o f  2  h o u r s ,  w h i c h  
s t i l l  s e e m s  t o  b e  s u f f i c i e n t  t o  t e r m i n a t e  T  c e l l  a c t i v a t i o n  ( B h a t i a  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  
C T L A - 4  r e g u l a t e s  T  c e l l  r e s p o n s e s  b y  f a c i l i t a t i n g  a p o p t o s i s ,  a n d  s u p p r e s s i n g  
c y t o k i n e  p r o d u c t i o n .  B i n d i n g  i n h i b i t s  t h e  p r o d u c t i o n  o f  I L - 2  f r o m  T  c e l l s  a n d  
r e d u c e s  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  I L - 2 R ,  a n d  c a n  a l s o  a r r e s t  c e l l s  i n  t h e  G I  p h a s e  o f  
t h e  c e l l  c y c l e  ( L y  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  
T h e  i m m u n o s u p p r e s s i v e  i m p o r t a n c e  o f  C T L A - 4  i s  s h o w n  i n  k n o c k - o u t  m i c e ,  
w h i c h  d e v e l o p  a  l e t h a l  l y m p h o p r o l i f e r a t i v e  d i s e a s e  w i t h  p r o g r e s s i v e  
a c c u m u l a t i o n  o f  T  c e l l s  a t  p e r i p h e r a l  l y m p h o i d  o r g a n s ,  a s  w e l l  a s  i n  s o l i d  o r g a n s  
( h e a r t ,  l u n g s ,  l i v e r )  ( A l e g r e  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  E n g a g e m e n t  o f  C T L A - 4  s e e m s  t o  
r e d u c e  t h e  p r o p o r t i o n  o f  c e l l s  t h a t  p r o l i f e r a t e  o r  s e c r e t e  c y t o k i n e s ,  r a t h e r  t h a n  
r e d u c e  t h e  m a g n i t u d e  o f  t h e  r e s p o n s e ,  m e a n i n g  m o r e  A P C  a r e  r e q u i r e d  t o  e l i c i t  a  
r e s p o n s e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  C T L A - 4  l i g a t i o n .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  C T L A - 4  r a i s e s  
t h e  t h r e s h o l d  f o r  T  c e l l  a c t i v a t i o n .  I t  i s  u n k n o w n  w h e t h e r  C T L A - 4  a n t a g o n i s e s  
C D 2 8  b y  b i n d i n g  B 7 s ,  o r  d i r e c t l y l i n d i r e c t l y  r e d u c e s  T C R  s i g n a l s ,  b u t  C T L A - 4  
c r o s s - l i n k i n g  h a s  b e e n  s h o w n  t o  i n h i b i t  a c t i v a t i o n  o f  t h e  M A P K s ,  J u n  a m i n o -  
t e r m i n a l  k i n a s e  ( J N K )  a n d  e x t r a c e l l u l a r  s i g n a l - r e l a t e d  k i n a s e  ( E R K ) ,  a n d  t o  
r e d u c e  t h e  a c t i v a t i o n  o f  s e v e r a l  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  ( N F K B ,  N F A T  a n d  A P - 1 )  
( A l e g r e  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  
C T L A - 4 l T C R  c o - l i g a t i o n  h a s  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  i n d u c e  
T G F - P  p r o d u c t i o n  b y  n a i v e  C D 4 '  T  c e l l s ,  s u g g e s t i n g  a  p o t e n t i a l  
i m m u n o s u p p r e s s i v e  m e c h a n i s m  ( M a e r t e n  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  A n o t h e r  p o s s i b l e  
m e c h a n i s m  o f  a c t i o n  h a s  b e e n  p r o p o s e d  b y  S c h n e i d e r  a n d  c o l l e a g u e s  ( 2 0 0 6 ) :  I t  i s  
k n o w n  t h a t  T C R  l i g a t i o n  r e d u c e s  o r  a r r e s t s  T  c e l l  m o t i l i t y  ( t h e  s t o p  s i g n a l ) ,  a n  
e v e n t  t h a t  i s  r e q u i r e d  f o r  s t a b l e  T  c e l l - A P C  i n t e r a c t i o n  a n d  e f f i c i e n t  a c t i v a t i o n .  
S c h n e i d e r  a n d  c o l l e a g u e s  f o u n d  t h a t  t h e  l i g a t i o n  o f  a n t i - C D 3  r e d u c e d  t h e  
m o v e m e n t  o f  m o u s e  a n d  h u m a n  p r i m a r y  T  c e l l s ,  w h e r e a s  t h e  c o - l i g a t i o n  o f  
C T L A - 4  r e v e r s e d  t h e  a r r e s t  s u c h  t h a t  t r e a t e d  a n d  u n t r e a t e d  c e l l s  m o v e d  a t  s i m i l a r  
s p e e d s .  T h e i r  f i n d i n g s  s u g g e s t  t h a t  C T L A - 4  o v e n i d e s  t h e  s t o p  s i g n a l  i n d u c e d  b y  
t h e  a n t i g e n  r e c e p t o r  c o m p l e x .  B y  l i m i t i n g  T  c e l l - A P C  c o n t a c t  t i m e s ,  C T L A - 4  
w o u l d  r e d u c e  t h e  e f f i c i e n c y  o f  a n t i g e n  p r e s e n t a t i o n ,  a n d  t h e  n u m b e r  o f  T C R  
l i g a t i o n  e v e n t s ,  r e s u l t i n g  i n  r e d u c e d  T  c e l l  s i g n a l l i n g  a n d  a c t i v a t i o n .  
1 . 5 . 2  C D 4 0 - C D 4 0 L  
T h i s  i s  t h e  m o s t  w i d e l y  s t u d i e d  c o - s t i m u l a t o r y  p a t h w a y .  T h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  
C D 4 0  a n d  C D 4 0 L  i s  b i d i r e c t i o n a l ,  s i n c e  i t  n o t  o n l y  a c t i v a t e s  A P C  b u t  a l s o  
e n h a n c e s  T  c e l l  a c t i v a t i o n .  C D 4 0  i s  a  m e m b e r  o f  t h e  T N F  r e c e p t o r  s u p e r f a m i l y  
a n d  e x p r e s s e d  m o s t  n o t a b l y  o n  A P C  ( D C ,  m a c r o p h a g e ,  B  c e l l s )  ( v a n  K o o t e n  &  
B a n c h e r e a u ,  2 0 0 0 ) .  I t s  l i g a n d ,  C D 4 0 L  ( C D 1 5 4 ) ,  i s  p r i n c i p a l l y  e x p r e s s e d  o n  
a c t i v a t e d  C D 4 +  T  c e l l s ,  b u t  a l s o  f o u n d  o n  N K  c e l l s ,  B  c e l l s ,  C D 8 +  T  c e l l s  a n d  
b a s o p h i l s  ( D a n e s e  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  C D 2 8  e n g a g e m e n t  e n h a n c e s  a n d  m a i n t a i n s  
C D 4 0 L  e x p r e s s i o n  o n  a c t i v a t e d  T  c e l l s ,  a n d  c y t o k i n e s ,  i n c l u d i n g  I L - 2 ,  I L -  1 2 ,  a n d  
I L - 1 5 ,  h a v e  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  u p r e g u l a t e  i t s  e x p r e s s i o n  ( M a e r t e n  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  
C D 4 0 - C D 4 0 L  i n t e r a c t i o n  o n  m o n o c y t e s  a n d  D C  r e s u l t s  i n  e n h a n c e d  c e l l  
s u r v i v a l ,  s e c r e t i o n  o f  c y t o k i n e s :  I L - 1 ,  I L - 6 ,  I L - 8 ,  I L - 1 0 ,  I L - 1 2 ,  T N F - a ,  M P - l a ,  
a n d  t h e  u p r e g u l a t i o n  o f  c o s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e s :  C D 5 4 l I C A M - 1 ,  C D 5 8 L F A - 1 ,  
C D 8 0 ,  a n d  C D 8 6  ( v a n  K o o t e n  &  B a n c h e r e a u ,  2 0 0 0 ) .  I m p o r t a n t l y ,  C D 4 0  
s t i m u l a t i o n  i n d u c e s  D C  t o  p r o d u c e  I L - 1 2 ,  a n d  t h e r e f o r e  h a s  a  r o l e  i n  T h l  
p o l a r i s a t i o n  ( D a n e s e  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  B i n d i n g  i n i t i a t e s  v a r i o u s  M A P K  s i g n a l l i n g  
p a t h w a y s  ( i n c l u d i n g  E R K ,  J N K ,  p 3 8 )  u l t i m a t e l y  r e s u l t i n g  i n  t h e  a c t i v a t i o n  o f  
t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  i n c l u d i n g  N F K B  ( D a n e s e  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  I n  D C ,  C D 4 0  
e x p r e s s i o n  s e e m s  t o  b e  a  c r i t i c a l  s t e p  i n  f i n a l  m a t u r a t i o n  i n t o  a  c o m p e t e n t  
a n t i g e n - p r e s e n t i n g  c e l l  a s  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  C D 4 0 l C D 4 0 L  k n o c k o u t  m i c e  
h a v e  a b n o r m a l i t i e s  i n  t h e i r  a b i l i t y  t o  p r i m e  n a i ' v e  C D 4 +  T  c e l l s  ( W a t t s ,  2 0 0 5 ) .  
I n c r e a s e d  e x p r e s s i o n  o f  C D 4 0  a n d  C D 4 0 L  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  t h e  i l e u m  a n d  
c o l o n  o f  p a t i e n t s  w i t h  C r o h n ' s  d i s e a s e  ( C D )  a n d  u l c e r a t i v e  c o l i t i s  ( U C )  
r e s p e c t i v e l y  a n d  t h e  C D 4 0 - C D 4 0 L  p a t h w a y  p a r t i c i p a t e s  i n  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  
i n f l a m m a t o r y  b o w e l  d i s e a s e  ( I B D )  e s p e c i a l l y  a s  a  r e s u l t  o f  m a c r o p h a g e  
a c t i v a t i o n  a n d  i n d u c t i o n  o f  I L - 1 2  p r o d u c t i o n  ( M a e r t e n  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  
1 . 5 . 3  0 x 4 0 - O X 4 0 L  
O X 4 0  l i g a n d  ( O X 4 0 L )  i s  a  t y p e  I 1  t r a n s m e m b r a n e  p r o t e i n  e x p r e s s e d  o n  a c t i v e  B  
c e l l s ,  D C  a n d  m a c r o p h a g e ,  a n d  o n  a c t i v a t e d  T  c e l l s .  I t  c a n  a l s o  b e  f o u n d  o n  
e n d o t h e l i a l  c e l l s  a t  t h e  s i t e  o f  i n f l a m m a t i o n  p o s s i b l y  a i d i n g  e x t r a v a s a t i o n  o f  
0 x 4 0 - p o s i t i v e  T  c e l l s  ( M a e r t e n  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  O X 4 0 L  o n  A P C  h a s  b e e n  s h o w n  
t o  b e  r e q u i r e d  f o r  t h e  s u s t a i n e d  a c t i v a t i o n  o f  T  c e l l s  ( G r u n i g  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) ,  a n d  
O X 4 0 L  s i g n a l l i n g  i s  i m p o r t a n t  i n  h u m a n  D C  d i f f e r e n t i a t i o n  l e a d i n g  t o  i n c r e a s e d  
p r o d u c t i o n  o f  I L - 1 2 ,  T N F - a ,  a n d  I L - 6  ( M a e r t e n  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  E n g a g e m e n t  o f  
C D 4 0  u p r e g u l a t e s  t h e  e x p r e s s i o n  o f  O X 4 0 L ,  a n d  0 x 4 0 - O X 4 0 L  i n t e r a c t i o n s  
e n h a n c e s  C D 4 0  a n d  B 7  e x p r e s s i o n  o n  A P C  ( M a e r t e n  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) ,  e x e m p l i f y i n g  
a  p o s i t i v e  f e e d b a c k  m e c h a n i s m  f o r  c o s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e  e x p r e s s i o n .  
O X 4 0  ( C D 1 3 4 )  i s  a  t r a n s m e m b r a n e  p r o t e i n  w h o s e  e x p r e s s i o n  i s  r e s t r i c t e d  t o  
C D 4 +  T  c e l l s  i n  v i v o  ( a l s o  f o u n d  o n  C D 8 +  i n  v i t r o )  ( B a r r  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  L i g a t i o n  
o f  O X 4 0  e n h a n c e s  a c t i v a t i o n ,  p r o l i f e r a t i o n  a n d  s u r v i v a l  o f  T  c e l l s ,  a n d  h a s  b e e n  
s h o w n  t o  p r o m o t e  b o t h  T h l  a n d  T h 2  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  ( M a e r t e n  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  
O X 4 0  i s  p r e f e r e n t i a l l y  e x p r e s s e d  o n  T h 2  c e l l s  i n  s o m e  m o d e l s ,  b u t  i t  c a n  a l s o  b e  
e x p r e s s e d  o n  T h l  c e l l s  a n d  i s  t h e r e f o r e  c a p a b l e  o f  a f f e c t i n g  b o t h  T h l  a n d  T h 2  
r e s p o n s e s  [ r e v i e w e d  b y  W a t t s  ( 2 0 0 5 ) l .  W a t t s  s u g g e s t s  t h a t  O X 4 0  d o e s  n o t  
d e t e r m i n e  w h e t h e r  a  r e s p o n s e  b e c o m e s  T h l  o r  T h 2 ,  b u t  r a t h e r  c o n t r i b u t e s  t o  
o n g o i n g  T h l  o r  T h 2  d e v e l o p m e n t .  I t  m a y  h a v e  a  g r e a t e r  e f f e c t  o n  T h 2  c e l l s  
o w i n g  t o  t h e i r  h i g h e r  l e v e l  o f  O X 4 0  e x p r e s s i o n .  I t o  a n d  c o l l e a g u e s  ( 2 0 0 6 b )  
s u g g e s t  t h a t  O X 4 0 L  m a y  c o n t r o l  t h e  m a g n i t u d e  o f  t h e  T h  r e s p o n s e ,  a s  O X 4 0 L  
i n h i b i t e d  t h e  g e n e r a t i o n  o f  I L -  1 0  p r o d u c i n g  T r  1  c e l l s  d u r i n g  I L -  1 2 - i n d u c e d  T h  1  
r e s p o n s e s  o r  I L - 4 - i n d u c e d  T h 2  r e s p o n s e s .  I n d e e d  d y s r e g u l a t e d  O X 4 0  e x p r e s s i o n  
m a y  h a v e  a  r o l e  i n  c h r o n i c  i n f e c t i o n  a s  i s  h a s  b e e n  d e t e c t e d  f o r  p r o l o n g e d  p e r i o d s  
i n  t h e  c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m  o f  m i c e  w i t h  E A E ,  a s  w e l l  a s  i n  i n f l a m e d  t i s s u e s  i n  
a  n u m b e r  o f  a u t o i m m u n e  a n d  i n f l a m m a t o r y  d i s e a s e s  i n  m o u s e  a n d  h u m a n  
( W a t t s ,  2 0 0 5 ) .  
1 . 5 . 4  I C A M - 1  ( I N T E R C E L L U L A R  A D H E S I O N  M O L E C U L E - 1 )  
A d h e s i o n  m o l e c u l e s  a r e  s u r f a c e - b o u n d  m o l e c u l e s  i n v o l v e d  i n  c e l l  c o n t a c t  
i n t e r a c t i o n s ,  d i r e c t i n g  c e l l  m i g r a t i o n ,  p h a g o c y t o s i s  a n d  c e l l u l a r  c y t o t o x i c i t y .  
S i g n a l  t r a n s d u c t i o n  a f t e r  l i g a t i o n  o f  t h e  a d h e s i o n  m o l e c u l e ,  a l s o  l e a d s  t o  c e l l  
a c t i v a t i o n ,  a l t e r a t i o n  i n  r e c e p t o r  e x p r e s s i o n ,  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n ,  a n d  e f f e c t s  o n  
c e l l  s u r v i v a l .  C e l l s  c a n  e x p r e s s  a d h e s i o n  m o l e c u l e s  c o n s t i t u t i v e l y ,  o r  u p r e g u l a t e  
t h e m  f o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  c y t o k i n e s ,  c h e m o k i n e s ,  o r  o t h e r  p r o i n f l a m m a t o r y  
m o l e c u l e s .  S o m e  a d h e s i o n  m o l e c u l e s  a r e  e x p r e s s e d  m a i n l y  o n  l e u k o c y t e s ,  a n d  
o t h e r s  o n  e n d o t h e l i a l  c e l l s ,  e n a b l i n g  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  t w o  ( W e a v e r  e t  a l . ,  
2 0 0 6 ) .  O n e  s u c h  a d h e s i o n  m o l e c u l e ,  I C A M - 1 ,  i s  f o u n d  o n  D C  a n d  b i n d s  
l e u k o c y t e  f u n c t i o n - a s s o c i a t e d  m o l e c u l e - 1  ( L F A - I )  o n  T  h e l p e r  c e l l s  ( d e  J o n g  e t  
a l . ,  2 0 0 5 ) .  D C  a c q u i r e  I C A M - 1  e x p r e s s i o n  d u r i n g  t h e i r  m a t u r a t i o n  a n d  t h e  
I C A M - I I L F A - 1  i n t e r a c t i o n  s u p p o r t s  c e l l  a d h e s i o n  d u r i n g  D C - T  c e l l  c o n t a c t .  
I C A M - 1  h a s  a l s o  b e e n  i m p l i c a t e d  i n  t h e  i n d u c t i o n  o f  T h l  r e s p o n s e s ,  p a r t i c u l a r l y  
i n  t h e  a b s e n c e  o f  T  c e l l - p o l a r i z i n g  c y t o k i n e s ,  s u c h  a s  I L - 4  o r  I L - 1 2 .  T h e  
m o l e c u l a r  m e c h a n i s m s  u n d e r l y i n g  t h i s  T h l  p o l a r i z a t i o n  a r e  t h o u g h t  t o  i n v o l v e  
t h e  M A P - k i n a s e s  E R K  a n d  J N K  ( d e  J o n g  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  
C h e m o k i n e s  a r e  s m a l l  c y t o k i n e s  w i t h  c h e m o a t t r a c t a n t  p r o p e r t i e s  t h a t  a r e  a b l e  t o  
c o o r d i n a t e  t i s s u e  h o m e o s t a s i s  a n d  i n f l a m m a t i o n .  C o n s e q u e n t l y ,  t h e  d y s r e g u l a t e d  
e x p r e s s i o n  o f  c h e m o k i n e s  a n d  t h e i r  r e c e p t o r s  a r e  i n v o l v e d  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  
s e v e r a l  p a t h o l o g i e s ,  i n c l u d i n g  a u t o i m m u n i t y  a n d  c h r o n i c  i n f l a m m a t i o n .  
C C R 5  i s  a  c h e m o k i n e  r e c e p t o r  e x p r e s s e d  o n  r e s t i n g  a n d  m e m o r y  T  c e l l s  
( p r i m a r i l y  o f  t h e  T h l  p h e n o t y p e ) ,  m o n o c y t e s ,  m a c r o p h a g e ,  a n d  i m m a t u r e  D C  
( O p p e r m a n n ,  2 0 0 4 ) ,  a n d  i t s  e x p r e s s i o n  i s  u p r e g u l a t e d  b y  v a r i o u s  
p r o i n f l a m m a t o r y  m e d i a t o r s  ( B l a n p a i n  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  E x p r e s s i o n  o f  
' i n f l a m m a t o r y '  c h e m o k i n e  r e c e p t o r s ,  s u c h  a s  C C R 5 ,  a l l o w s  l e u k o c y t e s  t o  
r e s p o n d  t o  i n f l a m m a t o r y  c h e m o k i n e s ,  ( i n c l u d i n g  M I P - 1  a  a n d  M I P -  1  P )  w h i c h  a r e  
s e c r e t e d  b y  m o n o c y t e s / m a c r o p h a g e ,  n e u t r o p h i l s ,  D C ,  a n d  e n d o t h e l i u m ,  d i r e c t i n g  
i m m u n e  c e l l s  t o  s i t e s  o f  i n f l a m m a t i o n  ( L u s t e r  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  
D u r i n g  m a t u r a t i o n  i n  i n f l a m e d  t i s s u e s ,  D C  d o w n - r e g u l a t e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  
C C R 5 ,  a n d  u p r e g u l a t e  C C R 7  e x p r e s s i o n .  C C R 7  b i n d s  t o  c h e m o k i n e s  e x p r e s s e d  
o n  e n d o t h e l i a l  c e l l s  l i n i n g  t h e  l y m p h a t i c  v e s s e l s ,  f a c i l i t a t i n g  t h e  m i g r a t i o n  o f  
a c t i v a t e d  D C  t o  t h e  T - c e l l - r i c h  a r e a s  o f  d r a i n i n g  l y m p h  n o d e s ,  w h e r e  t h e y  a w a i t  
i n t e r a c t i o n  w i t h  a n t i g e n - s p e c i f i c  T  c e l l s  ( C r a v e n s  &  L i p s k y ,  2 0 0 2 ) .  V i o l a  a n d  
c o l l e a g u e s  ( 2 0 0 6 )  r e c e n t l y  d e m o n s t r a t e d  t h a t ,  a m o n g  o t h e r s ,  t h e  T - c e l l  
c h e m o k i n e  r e c e p t o r  C C R 5  i s  r e c r u i t e d  i n t o  t h e  I S  d u r i n g  T - c e l l - A P C  
i n t e r a c t i o n s ,  r e s u l t i n g  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  
s t a b l e  I S  a n d  r e i n f o r c i n g  t h e  
a t t r a c t i o n  b e t w e e n  T  c e l l s  a n d  t h e i r  p a r t n e r s .  
1 . 6  C Y T O K I N E S  
C o m p l e x  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  c e l l s  o f  t h e  i m m u n e  s y s t e m  a r e  p a r t l y  m e d i a t e d  b y  
a  g r o u p  o f  l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  p r o t e i n s  c a l l e d  c y t o k i n e s .  C y t o k i n e s  a r e  
p r o d u c e d  b y  v i r t u a l l y  a l l  i m m u n e  c e l l s  a n d  h a v e  a  w i d e  v a r i e t y  o f  f u n c t i o n s :  
T h e i r  b i o l o g i c a l  e f f e c t  d e p e n d s  o n  t h e  c y t o k i n e  a n d  t h e  c e l l  i n v o l v e d ,  b u t  
t y p i c a l l y  t h e y  a f f e c t  c e l l  a c t i v a t i o n ,  d i v i s i o n ,  a p o p t o s i s ,  o r  m o v e m e n t ,  a n d  a r e  
a b l e  t o  m e d i a t e  b i o l o g i c a l  e f f e c t s  a t  o n l y  p i c o m o l a r  c o n c e n t r a t i o n s  d u e  t h e  h i g h  
a f f i n i t y  b e t w e e n  c y t o k i n e  a n d  r e c e p t o r  ( P a r k i n  &  C o h e n ,  2 0 0 1 ) .  
C y t o k i n e s  
p r o d u c e d  b y  l e u k o c y t e s  a n d  h a v i n g  e f f e c t s  m a i n l y  o n  o t h e r  w h i t e  c e l l s  a r e  
t e r m e d  i n t e r l e u k i n s  ( I L s ) .  C y t o k i n e s  t h a t  h a v e  c h e m o a t t r a c t a n t  a c t i v i t y  a r e  
c a l l e d  c h e m o k i n e s .  
T h o s e  t h a t  c a u s e  d i f f e r e n t i a t i o n  a n d  p r o l i f e r a t i o n  o f  s t e m  
c e l l s  a r e  c a l l e d  c o l o n y - s t i m u l a t i n g  f a c t o r s ,  a n d  t h o s e  t h a t  i n t e r f e r e  w i t h  v i r a l  
r e p l i c a t i o n  a r e  c a l l e d  i n t e r f e r o n s  ( P a r k i n  &  C o h e n ,  2 0 0 1 ) .  C y t o k i n e s  c a n  a l s o  b e  
s e g r e g a t e d  a c c o r d i n g  t o  t h e i r  b i o l o g i c a l  f u n c t i o n ;  t h o s e  t h a t  p r o m o t e  
i n f l a m m a t i o n  ( i . e .  T h l l T h l 7  r e s p o n s e s )  a r e  t e r m e d  p r o - i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s ,  
a n d  i n c l u d e  I F N - ) I ,  T N F - a ,  I L -  1 7 ,  I L -  1 2 ,  a n d  I L -  1  P ;  w h i l e  t h o s e  g e n e r a t e d  
d u r i n g  a  T h 2  o r  r e g u l a t o r y  r e s p o n s e  a r e  g e n e r a l l y  c o n s i d e r e d  a n t i - i n f l a m m a t o r y ,  
f o r  e x a m p l e ,  I L - 4 ,  I L - 1 0 ,  a n d  T G F - P  ( H i l l  &  S a r v e t n i c k ,  2 0 0 2 ) .  H o w e v e r ,  t h i s  
c o n c e p t  i s  d e b a t a b l e  a s  s o m e  p r o - i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s  c a n  a c t i v a t e  
h o m e o s t a t i c  m e c h a n i s m s  t o  s u p p r e s s  i n f l a m m a t i o n ,  w h i l s t  s o m e  " a n t i -  
i n f l a m m a t o r y "  c y t o k i n e s  h a v e  a  r o l e  i n  a u t o i m m u n i t y ,  a n d  t h e r e f o r e  h a v e  d u a l  
a c t i v i t y  ( H i l l  &  S a r v e t n i c k ,  2 0 0 2 ) .  E x a m p l e s  o f  t h e  r e g u l a t o r y  m e c h a n i s m s  
c o n t r o l l i n g  t h e  p r o d u c t i o n  a n d  v a r i o u s  a c t i o n s  o f  s o m e  k e y  c y t o k i n e s  a r e  l i s t e d  i n  
T a b l e  1 . 2  a n d  w i l l  b e  c o n s i d e r e d  i n  m o r e  d e t a i l  i n  t h e  f o l l o w i n g  s e c t i o n s :  
T A B L E  1 . 2  S u m m a r y  o f  s o m e  k e y  c y t o k i n e s  h i g h l i g h t i n g  t h e i r  s o u r c e  a n d  m o d e  o f  
a c t i o n  
C Y T O K J N E :  S O U R C E  M O D E  O F  A C T I O N  
P R O J A N T I -  
I N F L A M M A T O R Y  
-  
I n d u c e s  i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e ;  c o -  
m a c r o p h a g e ,  B  s t i m u l a t e s  T  c e l l s ,  e n h a n c e s  N K  c e l l  P r o - i n f l a m m a t o r y  
a c t i v i t y ,  c h e m o a t t r a c t a n t  
T  c e l l  g r o w t h  f a c t o r ,  b u t  h a s  
A c t i v e  T  c e l l s  
( C D 4 '  &  C D 8 ' )  
r e g u l a t o r y  r o l e s  &  c a n  p r o m o t e  
B o t h  
- -  -  - -  
A I C D  i n  T  c e l l s  
T h 2  p o l a r i s i n g  c y t o k i n e ,  b u t  c a n  
A n t i - i n f l a m m a t o r y  
wA A c t i v e  T h 2  c e l l s  s y n e r g i s e  w i t h  I L - 1 2  t o  i n d u c e  I F N -  
L  
y  p r o d u c t i o n  f r o m  T  c e l l s  
-  -  
S t i m u l a t e s  p r o l i f e r a t i o n  &  
@& 
A n t i - i n f l a m m a t o r y  
A c t i v e  T h 2  c e l l s  
d i f f e r e n t i a t i o n  o f  B  c e l l s ,  p r o m o t e s  
e o s i n o p h i l  a c t i v a t i o n  
A  
-  
M o n o c y t e s ,  P r o m o t e s  i n f l a m m a t i o n ,  a c t i v a t e s  T  P m -  i  n t l  a r n m a l o i y  
m a c r o p h a g e ,  D C ,  
&  B  c e l l s ,  &  i n v o l v e d  i n  T h 1 7  c e l l  
[ b i t  t  a l s o  d r i v e s  B  
T h 1 7  c e l l s  d i f f e r e n t i a t i o n  c e l l  a c t i v a t i o n ]  
- - -
-  
I m m u n o s u p p r e s s i v e  &  r e g u l a t o r y  
A n t i - i n f l a m m a t o r y  
1  L y m p h o c y t e s '  D C '  f u n c t i o n s ;  i n h i b i t s  T h l  r e s p o n s e  &  
m a c r o p h a g e  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  ( T r e g )  
.  -  
M  a c r o p h a g e ,  
D i r e c t s  T h l  c e l l  d e v e l o p m e n t ,  &  
& =  .  m o n o c y k e s ,  1 3 C ,  s t i m u l a t e s  A P C ,  N K  c e l l s ,  &  C D 8 '  P r o - i n f l a m m a t o r y  
n e u t r o p h i l s  C T L s  
C  
- ,  
T  
A c t i v a t e s  B  c e l l s  &  i n d u c e s  i s o t y p e  
A n t i - i n f l m a t o r y  
1  
& @ ,  , :  A c t i v e  T h 2  c e l l s  s w i t c h i n g ,  g e n e r a l l y  
i m m u n o s u p p r e s s i v e  ( T h 2 )  
i .  -  
I  
I n d u c e s  c y t o k i n e  &  c h e m o k i n e  
p r o - i n f l a m m a t o r y  
I  & f ! v  T h 1 7  C D 4 '  T  c e l l s  p r o d u c t i o n ,  D C  m a t u r a t i o n ,  &  
n e u t r o p h i l  c h e m o t a x i s  ( T h 1 7 )  
7  
- -  
-  
-  
I n d u c e s  l o w  l e v e l s  o f  I F N - y  a l o n e ,  
M o n o c y t e s ,  
.  E i C f  m a c r o p h a g e  &  D C  
b u t  s e r v e s  a s  a  c o f a c t o r  f o r  I L - 1 2 -  
P r o - i n f l a m m a t o r y  
----- -  -  - .  
i n d u c e d  T h l  d e v e l o p m e n t  
E x p a n s i o n  &  s u r v i v a l  o f  T h 1 7  c e l l s ,  
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M a c r o p h a g e ,  
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A m p l i f i e s  i n f l a m m a t i o n  &  
D C ,  T  c e l l s ,  P r o - i n f l a m m a t o r y  
N K  c e l l s  
i n d u c e s  c y t o k i n e  r e l e a s e  
-  
- -  
A n t i - i n f l a m m a t o r y  
I  
c e l l s  
I m m u n o s u p p r e s s i v e  b u t  i n v o l v e d  i n  
b u t  m u l t i - f a c e t e d  
T h 3 )  &  m a n y  n o n -  
T h 1 7  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  
I  l y m p h o i d  c e l l s  -  -  -  ( m a i n l y  T r e g )  
1 . 6 . 1  I N T E R L E U K I N - 1 2  ( I L - 1 2 )  
I L - 1 2  i s  a  h e t e r o d i m e r i c  c y t o k i n e  c o m p o s e d  o f  a  3 5 - k D a  l i g h t  c h a i n  ( p 3 5 )  a n d  a  
4 0 - k D a  h e a v y  c h a i n  ( p 4 0 ) .  T h e  g e n e s  e n c o d i n g  t h e  t w o  s u b - u n i t s  a r e  l o c a t e d  o n  
d i f f e r e n t  c h r o m o s o m e s ,  a n d  b o t h  g e n e s  n e e d  t o  b e  e x p r e s s e d  c o - o r d i n a t e l y  i n  t h e  
s a m e  c e l l  t o  p r o d u c e  t h e  b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  h e t e r o d i m e r ,  I L - 1 2 p 7 0  ( T r i n c h i e r i ,  
2 0 0 3 ) .  B e s i d e s  f o r m i n g  I L - 1 2 p 7 0 ,  p 4 0  c a n  d i m e r i s e  w i t h  a  p 1 9  s u b - u n i t  t o  f o r m  
I L - 2 3 ,  w h i c h  h a s  f u n c t i o n s  s i m i l a r  t o ,  y e t  d i s t i n c t  f r o m ,  I L - 1 2  ( W a t f o r d  e t  a l . ,  
2 0 0 3 )  [ s e e  s e c t i o n  1 . 6 . 2 1 .  T h e r e  i s  a n  a l m o s t  u b i q u i t o u s  c e l l u l a r  e x p r e s s i o n  o f  
p 3 5  m R N A  ( a l b e i t  a t  l o w  l e v e l s ) ;  w h e r e a s  t h e  e x p r e s s i o n  o f  p 4 0  i s  r e s t r i c t e d  t o  
c e l l s  t h a t  p r o d u c e  t h e  b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  I L - 1 2 p 7 0  h e t e r o d i m e r .  T h e  l e s s  
a b u n d a n t  p 3 5  s u b - u n i t  i s  c o n s i d e r e d  t h e  r a t e - l i m i t i n g  f a c t o r  f o r  I L - 1 2 p 7 0  
p r o d u c t i o n ,  s i n c e  t h e  p r o d u c t i o n  o f  p 4 0  e x c e e d s  t h a t  o f  p 3 5  b y  4 0 - 5 0 0  f o l d  
( A s t e - A m e z a g a  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) .  S t u d i e s  i n  m i c e  s u g g e s t  t h a t  e x c e s s  p 4 0  i s  s e c r e t e d  
a s  a  h o m o d i m e r  ( r e f e r r e d  t o  a s  p 8 0 )  a n d  a s  a  m o n o m e r :  M u r i n e  p 8 0  b i n d s  t o  t h e  
I L - 1 2 R  w i t h  a  s i m i l a r  a f f i n i t y  t o  t h e  h e t e r o d i m e r  a n d  i s  t h e r e f o r e  a  n a t u r a l  
i n h i b i t o r  ( T r i n c h i e r i ,  2 0 0 3 ) .  H o w e v e r ,  m u c h  l e s s  i s  k n o w n  a b o u t  t h e  a v a i l a b i l i t y  
o f  t h i s  h o m o d i m e r  i n  h u m a n s .  I t s  e x i s t e n c e  i s  q u e s t i o n a b l e ,  a n d  i t s  
i m m u n o l o g i c a l  r o l e  u n c e r t a i n  [ f o r  a  r e v i e w  s e e  C o o p e r  &  K h a d e r  ( 2 0 0 7 ) l .  
N a t u r a l l y  o c c u r r i n g  I L - 1 2 p 8 0  h a s  b e e n  d e t e c t e d  i n  t h e  b r o n c h o a l v e o l a r  l a v a g e  
( B A L )  o f  h u m a n  a s t h m a  s u f f e r e r s  ( W a l t e r  e t  a l . ,  2 0 0 1 )  s u g g e s t i n g  t h a t  t h i s  
m o l e c u l e  m a y  o c c u r  u n d e r  s p e c i f i c  c o n d i t i o n s ,  b u t  m o r e  r e s e a r c h  i s  r e q u i r e d  t o  
f u l l y  a s c e r t a i n  i t s  i m m u n o l o g i c a l  e x i s t e n c e  a n d  r e l e v a n c e .  
S i m i l a r  t o  o t h e r  p r o - i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s ,  t h e  p r o d u c t i o n  o f  I L - 1 2  i s  s t r i c t l y  
c o n t r o l l e d  b y  p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  r e g u l a t o r y  m e c h a n i s m s .  I L - 1 2 p 4 0  a n d  p 7 0  
a r e  p r o d u c e d  b y  m o n o c y t e s ,  m a c r o p h a g e ,  d e n d r i t i c  c e l l s ,  a n d  n e u t r o p h i l s ,  a n d  
i n d u c e d  b y  a  v a r i e t y  o f  p a t h o g e n i c  o r g a n i s m s ,  i n c l u d i n g  g r a m  p o s i t i v e  a n d  
n e g a t i v e  b a c t e r i a ,  v i r u s e s ,  a n d  f u n g i  ( W a t f o r d  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  V a r i o u s  c y t o k i n e s ,  
m o s t  i m p o r t a n t l y  I F N - 7 ,  b u t  a l s o  T N F - a ,  a n d  G M S C F ,  c a n  i n c r e a s e  t h e  a b i l i t y  o f  
c e l l s  t o  p r o d u c e  I L - 1 2  ( H a s k o  &  S z a b o ,  1 9 9 9 ) .  I n t e r a c t i o n s  w i t h  a n t i g e n ,  o r  
l i g a t i o n  o f  C D 4 0  b y  C D 4 0 L  d u r i n g  T  c e l l - A P C  i n t e r a c t i o n s  a l s o  a u g m e n t  L L - 1 2  
p r o d u c t i o n  b y  m a c r o p h a g e  a n d  D C  ( H a s k o  &  S z a b o ,  1 9 9 9 ) ,  a n d  s t i m u l a t i o n  
t h r o u g h  C D 2 8  u p r e g u l a t e s  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  I L - 1 2 R  i n  T  c e l l s  ( T r i n c h i e r i ,  
2 0 0 3 ) .  S u r p r i s i n g l y ,  t h e  t w o  T h 2  c y t o k i n e s ,  I L - 4  a n d  I L - 1 3 ,  a r e  a l s o  p o t e n t  
e n h a n c e r s  o f  I L - 1 2  p r o d u c t i o n .  A t  e a r l y  t i m e s  p o i n t s  ( < 2 4  h o u r s ) ,  t h e y  i n h i b i t  
p 4 0  p r o d u c t i o n ,  w h e r e a s  a t  l a t e r  t i m e s ,  t h e y  s t r o n g l y  e n h a n c e  i t  ( T r i n c h i e r i ,  
2 0 0 3 ) .  I L - 1 0  i s  a n  e f f i c i e n t  i n h i b i t o r  o f  I L - 1 2  p r o d u c t i o n  b l o c k i n g  t h e  
t r a n s c r i p t i o n  o f  b o t h  g e n e s .  T G F - P  i n h i b i t s  I L - 1 2  p r o d u c t i o n  b y  r e d u c i n g  t h e  
s t a b i l i t y  o f  I L - 1 2 p 4 0  m R N A ,  a n d  I F N - a  a n d  I F N - P  h a v e  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  
s u p p r e s s  I L - 1 2  p r o d u c t i o n  ( T r i n c h i e r i ,  2 0 0 3 ) .  
T h e  h i g h  a f f i n i t y  I L - 1 2  r e c e p t o r  r e q u i r e s  t h e  c o - e x p r e s s i o n  o f  2  s u b - u n i t s ;  I L -  
1 2 R - p l  a n d  4 2 ,  a n d  i s  e x p r e s s e d  o n  m a c r o p h a g e ,  D C ,  N K  c e l l s  a n d  a c t i v e  T  
c e l l s  ( H a s k o  &  S z a b o ,  1 9 9 9 ) .  I t  i s  t h e  P 2  s u b - u n i t  t h a t  p e r m i t s  s i g n a l  
t r a n s d u c t i o n  a f t e r  r e c e p t o r  l i g a t i o n  b y  p r o v i d i n g  a  c y t o p l a s m i c  S T A T - 4  b i n d i n g  
s i t e  a l l o w i n g  S T A T - 4  m e d i a t e d  r e s p o n s e s  t o  I L - 1 2  t o  o c c u r  ( B r o m b a c h e r  e t  a l . ,  
2 0 0 3 ) .  B o t h  I L - 1 2 R  s u b u n i t s  a r e  u p r e g u l a t e d  o n  m a c r o p h a g e  a n d  D C  f o l l o w i n g  
t h e i r  a c t i v a t i o n  ( B a s t o s  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  T C R  l i g a t i o n ,  I L - 1 2  i t s e l f ,  I F N - y ,  T N F - a ,  
a n d  c o - s t i m u l a t i o n  t h r o u g h  C D 2 8  a l l  u p r e g u l a t e  t h e  t r a n s c r i p t i o n  a n d  e x p r e s s i o n  
o f  t h e  I L - 1 2 R  o n  T  c e l l s .  I n  c o n t r a s t ,  I L - 4 ,  I L - 1 0 ,  a n d  T G F - P  g e n e r a l l y  d e c r e a s e  
r e c e p t o r  e x p r e s s i o n  a n d  I L -  1 2  r e s p o n s i v e n e s s  ( T r i n c h i e r i ,  2 0 0 3 ) .  
I L - 1 2  i s  a n  i m p o r t a n t  l i n k  b e t w e e n  i n n a t e  a n d  a d a p t i v e  i m m u n i t y  a s  i t s  t a r g e t s  
i n c l u d e  T  c e l l s ,  D C ,  a n d  N K  c e l l s ,  a n d  o n e  o f  i t ' s  m a i n  f u n c t i o n s  i s  t o  d i r e c t  
n e w l y  a c t i v a t e  T  h e l p e r  c e l l s  t o  a  T h l  p h e n o t y p e  ( H a s k o  &  S z a b o ,  1 9 9 9 )  [ S e e  
F ' i g u r e  1 . 4  f o r  a  d i a g r a m m a t i c  i l l u s t r a t i o n  o f  t h e  m a i n  r o l e s  o f  I L - 1 2 1  .  I L - 1 2  c a n  
u p r e g u l a t e  M H C I I ,  C D 8 0  a n d  C D 8 6  e x p r e s s i o n  o n  A P C  ( B a s t o s  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) ,  
a n d  i n  T  c e l l s  i t  s y n e r g i s e s  w i t h  I L - 2 ,  T C R - C D 3  s i g n a l l i n g ,  a n d  C D 2 8  l i g a t i o n ,  
t o  r a p i d l y  i n d u c e  I F N - y  p r o d u c t i o n .  I L - 1 2  c a n  a l s o  e n h a n c e  t h e  g e n e r a t i o n  o f  
C T L s  b y  a u g m e n t i n g  t h e i r  c y t o t o x i c  a c t i v i t y  ( T r i n c h i e r i ,  2 0 0 3 ) .  
I L - 1 2  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  d i r e c t l y  a n d  p r e d o m i n a n t l y  i n v o l v e d  i n  a u t o i m m u n e  
d i s e a s e s  i n c l u d i n g  m u l t i p l e  s c l e r o s i s  ( M S ) ,  L B D ,  a n d  r h e u m a t o i d  a r t h r i t i s  ( R A ) ,  
a n d  o v e r p r o d u c t i o n  i s  i m p o r t a n t  i n  i n f l a m m a t o r y  s t a t e s  s u c h  a s  s e p t i c  s h o c k  
( H a s k o  &  S z a b o ,  1 9 9 9 )  c o n s e q u e n t l y  i t  r e p r e s e n t s  a  p o t e n t i a l  t h e r a p e u t i c  t a r g e t  
f o r  t h e  t r e a t m e n t  o f  t h e s e  i n f l a m m a t o r y  d i s o r d e r s .  A s  i t  s h a r e s  t h e  c o m m o n  p 4 0  
s u b u n i t  a n d  t h e  I L - 1 2 R P 1  r e c e p t o r  s u b u n i t  w i t h  I L - 1 2 ,  I L - 2 3  w a s  p r e d i c t e d  t o  
h a v e  a  f u n c t i o n  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  I L - 1 2 .  H o w e v e r  s t u d i e s  u s i n g  p 1 9  a n d  p 4 0  
k n o c k - o u t  m i c e  s h o w e d  a n  a b r o g a t i o n  o f  s o m e  i n f l a m m a t o r y  d i s e a s e s  s u g g e s t i n g  
t h a t  I L - 2 3  i s  i n  f a c t  r e s p o n s i b l e  f o r  m u c h  o f  t h e  a u t o i m m u n e  p a t h o l o g y  
p r e v i o u s l y  a t t r i b u t e d  t o  I L -  1 2  ( Z h a n g  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  
I F N - ?  
G M - C S F  -1 
T N F  I  
F I G U R E  1 . 4  [ T a k e n f i o m  T r i n c h i e r i  ( 2 0 0 3 ) l  
D i a g r a i n m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  m a j o r  b i o l o g i c a l  e f f e c t s  o f  t h e  c y t o k i n e  I L - 1 2 ~ 7 0 .  
1 . 6 . 2  I L - 2 3  
I L - 2 3  i s  a  h e t e r o d i m e r i c  c y t o k i n e  b e l o n g i n g  t o  t h e  I L - 1 2  f a m i l y .  I t  c o n s i s t s  o f  a  
p 4 0  s u b - u n i t  ( s h a r e d  w i t h  I L - 1 2 )  a n d  a  n o v e l  p 1 9  s u b - u n i t .  S i m i l a r  t o  I L -  1 2 ,  t h e  
f o r m a t i o n  o f  b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  I L - 2 3  r e q u i r e s  t h e  s y n t h e s i s  o f  b o t h  s u b u n i t s  
( p 1 9  a n d  p 4 0 )  w i t h i n  t h e  s a m e  c e l l  ( L a n g r i s h  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  I L - 2 3  i s  m a i n l y  
p r o d u c e d  b y  a c t i v a t e d  m y e l o i d  c e l l s  s u c h  a s  D C  a n d  m a c r o p h a g e  ( Z h a n g  e t  a l . ,  
2 0 0 7 ) .  T h e  I L - 2 3  r e c e p t o r  c o n s i s t s  o f  t w o  s u b - u n i t s ;  I L - 2 3 R  w h i c h  b i n d s  p 1 9 ,  
a n d  I L - 1 2 R P 1  w h i c h  b i n d s  p 4 0  ( d e  J o n g  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  T h e  I L - 2 3 R  i s  n o t  
e x p r e s s e d  o n  n d i v e  T  c e l l s ,  b u t  i s  p r e d o m i n a n t l y  f o u n d  o n  a c t i v a t e d l m e m o r y  T  
c e l l s ,  T  c e l l  c l o n e s ,  a n d  N K  c e l l s ,  a n d  f o u n d  a t  l o w  l e v e l s  o n  m o n o c y t e s ,  
m a c r o p h a g e ,  a n d  D C  ( L a n g r i s h  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  I L - 2 3  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  
e x p a n s i o n  a n d  s u r v i v a l  o f  a l r e a d y  p o l a r i s e d  I L - 1 7 - p r o d u c i n g  T  h e l p e r  c e l l s  
( T h 1 7 ) ,  b u t  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  b e  n e c e s s a r y  f o r  t h e i r  i n i t i a l  d i f f e r e n t i a t i o n  
( B e t t e l l i  e t  a l . ,  2 0 0 7 )  [ s e e  s e c t i o n  1 . 4 . 2 . 2 1 .  I t  w a s  r e c e n t l y  s h o w n  t h a t  T G F - P  a n d  
I L - 6  u p r e g u l a t e  I L - 2 3 R  e x p r e s s i o n ,  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  t h e y  t o o  a r e  i n v o l v e d  i n  
t h e  g e n e r a t i o n  o f  T h 1 7  c e l l s  ( Z h a n g  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  
T h e  r o l e  o f  I L - 2 3  r a t h e r  t h a n  I L - 1 2  i n  a u t o i m m u n e  d i s e a s e s  w a s  r e s o l v e d  u s i n g  
k n o c k  o u t  m i c e  a n d  a n t i b o d i e s  t o  p 4 0  a n d  p 1 9 .  M i c e  l a c k i n g  p 1 9  b u t  n o t  p 4 0  
w e r e  r e s i s t a n t  t o  d i s e a s e  i n d u c t i o n  i n  E A E  a n d  I B D  m o d e l s .  
A n d  a d m i n i s t r a t i o n  
o f  a n t i - p l 9  o r  a n t i - p 4 0  a n t i b o d i e s  ( b u t  n o t  a n t i - p 3 5 )  i n h i b i t e d  t h e  p r o d u c t i o n  o f  a  
r a n g e  o f  p r o i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s  i n c l u d i n g ,  I L - 1 7 ,  I L - 6 ,  I F N - y ,  I L -  1  P  a n d  
T N F - a  ( L a n g r i s h  e t  a l . ,  2 0 0 5 ;  K i k l y  e t  a l . ,  2 0 0 6 )  i m p l i c a t i n g  I L - 2 3  a s  a  m a j o r  
c a u s a t i v e  a g e n t  o f  i n f l a m m a t o r y  p a t h o l o g y ,  a n d  n o t  I L - 1 2  a s  o r i g i n a l l y  t h o u g h t .  
1 . 6 . 3  I L - 1 7  
I L - 1 7  i s  m a i n l y  s e c r e t e d  b y  C D 4 +  T h 1 7  c e l l s .  I t  a c t s  i n  v i t r o  a n d  i n  v i v o  a s  a  
p o t e n t  i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e ,  c o o r d i n a t i n g  t i s s u e  i n f l a m m a t i o n  b y  i n d u c i n g  t h e  
e x p r e s s i o n  o f  p r o i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s ,  ( s u c h  a s  I L - 1 ,  I L - 6 ,  I L - 8 ,  a n d  T N F - a ) ,  
a n d  c h e m o k i n e s  ( M C P - 1  a n d  M I P - 2 ) ,  w h i c h  m e d i a t e  i m m u n e  c e l l  i n f i l t r a t i o n  
a n d  t i s s u e  d e s t r u c t i o n  ( L a n g r i s h  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  I L - 1 7  i s  i n v o l v e d  i n  t h e  
p r o l i f e r a t i o n ,  m a t u r a t i o n  a n d  c h e m o t a x i s  o f  n e u t r o p h i l s ,  c o - s t i m u l a t e s  T  c e l l s ,  
a n d  e n h a n c e s  t h e  m a t u r a t i o n  o f  d e n d r i t i c  c e l l s  ( K o l l s  &  L i n d e n ,  2 0 0 4 ) .  T h e  I L -  
1 7 R  h a s  a n  e x t e n s i v e  d i s t r i b u t i o n  a n d  i s  f o u n d  i n  v a r i o u s  t i s s u e s  a n d  c e l l s  
i n c l u d i n g ,  l u n g s  a n d  l i v e r ,  e p i t h e l i a l  c e l l s ,  l y m p h o c y t e s ,  a n d  v a r i o u s  m y e l o i d  c e l l  
t y p e s  ( K o l l s  &  L i n d e n ,  2 0 0 4 ) .  S i g n a l l i n g  t h r o u g h  t h e  I L - 1 7 R  h a s  b e e n  r e p o r t e d  
t o  a c t i v a t e  a l l  t h r e e  c l a s s e s  o f  M A P  k i n a s e s  ( E R K ,  J N K ,  a n d  p 3 8 ) ,  a n d  t o  a c t i v a t e  
N F K B  ( Z h a n g  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) ,  l e a d i n g  t o  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
i n f l a m m a t o r y  m e d i a t o r s  ( L a n g r i s h  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  E x p e r i m e n t a l  e v i d e n c e  
i m p l i c a t e s  I L - 1 7  a s  b e i n g  r e s p o n s i b l e  f o r  s o m e  o f  t h e  p a t h o l o g y  s e e n  i n  
a u t o i m m u n e  d i s e a s e s ,  s u c h  a s  R A ,  w h e r e  e l e v a t e d  l e v e l s  o f  I L - 1 7  h a v e  b e e n  
f o u n d  i n  t h e  s y n o v i a l  f l u i d  a n d  s e r a  o f  R A  s u f f e r e r s ,  a n d  i n  C r o h n ' s  d i s e a s e ,  
w h e r e  t h e  n u m b e r  o f  E - 1 7  p o s i t i v e  T  c e l l s  i n  p a t i e n t s  w i t h  t h e  a c t i v e  d i s e a s e  w a s  
m o r e  t h a n  2 0 - f o l d  h i g h e r  c o m p a r e d  t o  c o n t r o l  p a t i e n t s  ( K i k l y  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  
1 . 6 . 4  I N T E R F E R O N  ( 1 F N ) - y  
I F N - y  i s  a  p l e o t r o p h i c  c y t o k i n e  t h a t  h a s  a  r o l e  i n  b o t h  i n n a t e  a n d  a d a p t i v e  
i m m u n i t y .  T h e  p r o - i n f l a m m a t o r y  e f f e c t s  o f  I F N - y  a t  t h e  s i t e  o f  t i s s u e  
i n f l a m m a t i o n  a r e  w e l l  e s t a b l i s h e d ;  o n e  o f  i t s  m a j o r  r o l e s  i s  t o  a c t i v a t e  
m a c r o p h a g e  a n d  D C ,  l e a d i n g  t o  i n c r e a s e d  p h a g o c y t o s i s ,  e l e v a t e d  M H C I  a n d  I 1  
e x p r e s s i o n ,  a n d  t h e  i n d u c t i o n  o f  I L - 1 2  p r o d u c t i o n  ( S z a b o  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  I t  a l s o  
i n d u c e s  t h e  r e l e a s e  o f  T N F - a  a n d  I L - 1  f r o m  A P C ,  a n d  u p r e g u l a t e s  t h e  p r o d u c t i o n  
o f  p r o - i n f l a m m a t o r y  c h e m o k i n e s  t o  a u g m e n t  t h e  i n f l a m m a t o r y  p r o c e s s  ( H i l l  &  
S a r v e t n i c k ,  2 0 0 2 ) .  I t  e n h a n c e s  n a t u r a l  k i l l e r  c e l l  f u n c t i o n ,  a n d  a i d s  m a c r o p h a g e  
a n d  n e u t r o p h i l  i n t r a c e l l u l a r  k i l l i n g  b y  i n c r e a s i n g  n i t r i c  o x i d e  a n d  s u p e r o x i d e  
p r o d u c t i o n  ( P a r k i n  &  C o h e n ,  2 0 0 1 ) .  
T h e  e x a c t  r o l e  o f  I F N - y  i n  T h l  c e l l  d e v e l o p m e n t  i s  u n c l e a r  a s  e x p e r i m e n t s  h a v e  
y i e l d e d  i n c o n c l u s i v e  r e s u l t s  [ r e v i e w e d  b y  S z a b o  e t  a l . ,  ( 2 0 0 3 ) l .  D a t a  i n d i c a t e s  
t h a t  I F N - y  p r o m o t e s  T h l  d i f f e r e n t i a t i o n  b y  u p r e g u l a t i n g  t h e  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r ,  
T - b e t  ( O ' S h e a  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  A l t e r n a t i v e l y ,  i t s  r o l e  i n  T h l  p r o m o t i o n  m a y  b e  d u e  
t o  t h e  i n h i b i t i o n  o f  T h 2  d i f f e r e n t i a t i o n ,  a s  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  i f  I F N - y  i s  
p r e s e n t ,  I L - 1 2 R  e x p r e s s i o n  a n d  t h e  a b i l i t y  t o  p r o d u c e  I F N - y  i s  m a i n t a i n e d  d u r i n g  
T h 2  d e v e l o p m e n t ,  h o w e v e r  i t s  p r e s e n c e  d o e s  n o t  i n d u c e  I F N - y  p r o d u c t i o n  n o r  
d o e s  i t  a l t e r  I L - 4  l e v e l s  ( S z a b o  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  
C D 4 +  T  c e l l s  ( p r e d o m i n a n t l y  T h l  c e l l s ) ,  C D 8 +  T  c e l l s ,  a n d  n a t u r a l  k i l l e r  c e l l s  a r e  
t h e  m a j o r  s o u r c e s  o f  t h i s  c y t o k i n e ,  a l t h o u g h  o t h e r  c e l l  t y p e s  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  
s e c r e t e  I F N - y  i n c l u d i n g  D C ,  m a c r o p h a g e ,  a n d  B  c e l l s  ( S z a b o  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  A l l  
t h r e e  m e m b e r s  o f  t h e  I L -  1 2  f a m i l y  i n d u c e  I F N - y  p r o d u c t i o n  i n  T  c e l l s  a n d  N K  
c e l l s ;  I L - 1 2  a n d  I L - 2 7  r a p i d l y  i n d u c e  I F N - y  p r o d u c t i o n  i n  n a i v e  T h  c e l l s ,  a n d  a r e  
i m p o r t a n t  f o r  m a i n t a i n i n g  T h l  r e s p o n s e s .  I L - 2 7  s e e m s  t o  b e  d e p e n d e n t  o n  I L - 1 2  
o r  I L - 1 8  i n  t h i s  r e s p e c t ,  w h e r e a s  I L - 2 3  i s  l e s s  e f f i c i e n t  c o m p a r e d  t o  I L - 1 2  i n  
i n d u c i n g  I F N - y  p r o d u c t i o n  a n d  h a s  m o r e  i n v o l v e m e n t  i n  t h e  e x p a n s i o n  o f  t h e  
T h 1 7  c e l l  s u b s e t  ( d e  J o n g  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  I F N - y  i n  t u r n  p r o m o t e s  I L - 1 2  p r o d u c t i o n  
f r o m  A P C  c r e a t i n g  a  p o s i t i v e  f e e d b a c k  l o o p  b e t w e e n  t h e  T h l  c y t o k i n e s  a n d  
e n h a n c i n g  t h e  T h l  r e s p o n s e  ( H a s k o  &  S z a b o ,  1 9 9 9 ) .  S i n c e  I F N - y  d e f i n e s  a  T h l  
o r  i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e ,  t h e  u s e  o f  a n t i b o d i e s  a g a i n s t  t h i s  c y t o k i n e  t o  t r e a t  
i n f l a m m a t o r y  d i s o r d e r s  h a v e  b e e n  e v a l u a t e d  w i t h  s o m e  p o s i t i v e  r e s u l t s ,  f o r  
e x a m p l e  a n t i - I F N - y  t h e r a p y  h a s  p r o v e d  e f f i c a c i o u s  i n  p a t i e n t s  w i t h  m o d e r a t e  t o  
s e v e r e  a c t i v e  C D  ( N a k a m u r a  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) ,  h o w e v e r  i n  a  n u m b e r  o f  o t h e r  
a u t o i m m u n e  d i s e a s e s ,  t h e  g e n e t i c  d e l e t i o n  o f  I F N - y  a n d / o r  t h e  I F N y R  a c t u a l l y  
i n c r e a s e d  d i s e a s e  s e v e r i t y  ( f o r  e x a m p l e  i n  E A E  a n d  c o l l a g e n - i n d u c e d  a r t h r i t i s  
( C I A ) )  ( R o s l o n i e c  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  
1 . 6 . 5  I L - 1 ,  I L - 6  A N D  T N F - a  
P h a g o c y t o s i s  o f  m i c r o b i a l  c e l l s  a n d  s t i m u l a t i o n  b y  b a c t e r i a l  p r o d u c t s ,  c y t o k i n e s  
a n d  i m m u n e  c o m p l e x e s  r e s u l t s  t h e  p r o d u c t i o n  o f  T N F - a ,  I L - l P ,  a n d  I L - 6  f r o m  
i n n a t e  c e l l s  a n d  t r i g g e r s  a n  i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e  ( B l a n d e r  &  M e d z h i t o v ,  2 0 0 6 ) .  
H o w e v e r  w h e n  i n f l a m m a t i o n  o c c u r s  i n  a n  u n c o n t r o l l e d  m a n n e r ,  d i s e a s e  e n s u e s  
a n d  h i g h  l e v e l s  o f  T N F - a ,  I L - l P ,  a n d  I L - 6  a r e  p a r t i c u l a r l y  d e s t r u c t i v e  a n d  
i m p l i c a t e d  i n  c h r o n i c  i n f l a m m a t o r y  d i s e a s e s  l i k e  I B D  a n d  R A  ( C a l d e r ,  2 0 0 6 ) .  
1 . 6 . 5 . 1  T N F - a  
T N F - a  i s  c o n s i d e r e d  a  p r o t o t y p i c a l  p r o i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e  a n d  i s  s e c r e t e d  b y  
a c t i v a t e d  m a c r o p h a g e ,  m o n o c y t e s ,  d e n d r i t i c  c e l l s  a n d  c h r o n i c a l l y  a c t i v a t e d  T  
l y m p h o c y t e s  ( N a k a m u r a  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  I t  a c t i v a t e s  a  r a n g e  o f  c e l l s  i n c l u d i n g  
m a c r o p h a g e  a n d  e n d o t h e l i a l  c e l l s ,  a n d  i n d u c e s  t h e  p r o d u c t i o n  o f  c h e m o k i n e s  a n d  
p r o - i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s  ( i n c l u d i n g  I L - 1  a n d  I L - 6 ) .  T N F - a  u p r e g u l a t e s  
a d h e s i o n  m o l e c u l e s  o n  e n d o t h e l i a l  c e l l s ,  s t i m u l a t e s  f i b r o b l a s t  p r o l i f e r a t i o n ,  a n d  
r e c r u i t s  l e u k o c y t e s  f r o m  t h e  c i r c u l a t i o n  i n t o  i n f l a m e d  t i s s u e  ( W o n g  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) .  
T N F  h a s  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  i n f l u e n c e  t h e  f u n c t i o n  o f  A P C ,  b u t  i t s  e f f e c t s  a r e  
c o m p l i c a t e d .  I n  s o m e  c i r c u m s t a n c e s ,  T N F  c a n  a c t i v a t e  A P C ,  a u g m e n t  a n t i g e n -  
p r e s e n t a t i o n  c a p a b i l i t y  a n d  u p r e g u l a t e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  c o -  s t i m u l a t o r y  
m o l e c u l e s .  H o w e v e r ,  i t  c a n  a l s o  i n h i b i t  t h e  f u n c t i o n  o f  m a t u r e  D C  b y  i m p a i r i n g  
a n t i g e n  p r e s e n t a t i o n  a n d  i n d u c i n g  t h e i r  a p o p t o s i s  ( O ' S h e a  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  
I n c r e a s e d  l e v e l s  o f  c i r c u l a t i n g  T N F  h a v e  b e e n  m e a s u r e d  s o o n  a f t e r  t h e  o n s e t  o f  
i l l n e s s  i n  a l m o s t  e v e r y  s e v e r e  s y s t e m i c  i n f e c t i o u s  s t a t e  i n  w h i c h  i t  h a s  b e e n  
s o u g h t  ( C l a r k ,  2 0 0 7 ) .  I t s  o v e r - p r o d u c t i o n  i s  d o c u m e n t e d  i n  r h e u m a t o i d  a r t h r i t i s ,  
C r o h n 7 s  d i s e a s e ,  m u l t i p l e  s c l e r o s i s  a n d  i n  m a n y  o t h e r  a u t o i m m u n e  d i s e a s e s  a n d  
c o n s e q u e n t l y  i t s  i n h i b i t i o n  o r  b l o c k a d e  h a s  p r o v e d  e f f i c a c i o u s  i n  t r e a t i n g  m a n y  
o f  t h e s e  d i s o r d e r s  ( W o n g  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) .  
1 . 6 . 5 . 2  I L - 1  
I L - 1  i s  a n o t h e r  c y t o k i n e  t h a t  p l a y s  a  m a j o r  r o l e  i n  t h e  i n f l a m m a t o r y  p r o c e s s :  
I L - 1  r e f e r s  t o  t w o  d i f f e r e n t  c y t o k i n e s ,  t e r m e d  I L - l a  a n d  L - l P ,  w h i c h  a r e  
p r o d u c e d  b y  m a n y  d i f f e r e n t  c e l l  t y p e s  f o l l o w i n g  s t i m u l a t i o n  b y  b a c t e r i a l  
p r o d u c t s ,  c y t o k i n e s  a n d  i m m u n e  c o m p l e x e s  ( J a c q u e s  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  I L - l a  i s  a  
c e l l - a s s o c i a t e d  c y t o k i n e  b e l i e v e d  t o  f u n c t i o n  a s  a n  a u t o c r i n e  m e s s e n g e r ,  w h e r e a s  
I L - 1  P  i s  s o l e l y  a c t i v e  i n  i t s  s e c r e t e d  f o r m  a n d  m a i n l y  p r o d u c e d  b y  m o n o c y t e s  a n d  
m a c r o p h a g e  ( A p t e  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  
S e v e r a l  s i g n a l l i n g  p a t h w a y s  l e a d  t o  t h e  
t r a n s c r i p t i o n a l  u p r e g u l a t i o n  o f  I L - 1 P  i n c l u d i n g  I L - 1 P  i t s e l f ,  T N F - a  a n d  T L R  
l i g a n d s ,  s u c h  a s  L P S  ( B r a d d o c k  &  Q u i n n ,  2 0 0 4 ) .  
T h e r e  i s  a  t h i r d  l i g a n d  i n  t h e  I L - 1  f a m i l y :  T h e  n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  r e c e p t o r  
a n t a g o n i s t  o f  I L - 1 ,  t e r m e d  I L - l R a ,  i s  a  s t r u c t u r a l  v a r i a n t  o f  I L - 1  t h a t  b i n d s  t o  
b o t h  I L -  1  r e c e p t o r s  ( I L -  I  h a s  t w o  r e c e p t o r s ;  b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  I L -  I  R I  a n d  i n e r t  
I L - 1 R I I  ( A r e n d ,  2 0 0 2 ) )  w i t h  a n  a v i d i t y  n e a r l y  e q u a l  t h a t  o f  I L - 1  b u t  i t  f a i l s  t o  
a c t i v a t e  c e l l s .  I L - 1 R a  i s  a l s o  s e c r e t e d  f r o m  m o n o c y t e s ,  m a c r o p h a g e ,  n e u t r o p h i l s ,  
a n d  o t h e r  c e l l s  a n d  t h e  b a l a n c e  b e t w e e n  I L - 1  a n d  I L - 1 R a  i n  l o c a l  t i s s u e s  p l a y s  a n  
i m p o r t a n t  r o l e  i n  t h e  s u s c e p t i b i l i t y  t o  a n d  s e v e r i t y  o f  m a n y  d i s e a s e s  ( A r e n d ,  
2 0 0 2 ) .  A s  w i t h  T N F - a ,  I L - 1  h a s  b e e n  i m p l i c a t e d  a s  h a v i n g  a  p r o - i n f l a m m a t o r y ,  
t i s s u e - d e s t r u c t i v e  r o l e  i n  m a n y  h u m a n  d i s e a s e s :  A n  i n c r e a s e d  p r o d u c t i o n  o f  I L -  
1 P  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  t h e  c i r c u l a t i o n  o f  p a t i e n t s  w i t h  R A  a n d  I B D  a n d  t h e  
l e v e l s  o f  m e a s u r e d  I L - I P  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  c o r r e l a t e  w i t h  d i s e a s e  s e v e r i t y  
( B r a d d o c k  &  Q u i n n ,  2 0 0 4 )  
1 . 6 . 5 . 3  I L - 6  
T h e  s a m e  t r i g g e r s  m e n t i o n e d  b e f o r e  i n s t i g a t e  L L - 6  p r o d u c t i o n  f r o m  i n n a t e  c e l l s ,  
i . e .  p h a g o c y t o s i s ,  T L R  s i g n a l l i n g  a n d  c y t o k i n e  b i n d i n g .  A n d  a g a i n ,  
i n f l a m m a t i o n - a s s o c i a t e d  c y t o k i n e s  i n c l u d i n g  I L - 6 ,  ( a n d  I L -  1  P  a n d  T N F - a )  a r e  
p r o d u c e d  b y  a  v a r i e t y  o f  c e l l  t y p e s  a t  s i t e s  o f  i n f l a m m a t i o n ,  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  
o f  w h i c h  a r e  m a c r o p h a g e  a n d  m o n o c y t e s  ( G a b a y ,  2 0 0 6 ) .  T h e  b i n d i n g  o f  C D 2 8  
t o  B 7  o n  D C  a l s o  i n d u c e s  t h e  p r o d u c t i o n  o f  I L - 6  ( B h a t i a  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  
I L - 6  p l a y s  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  l e u k o c y t e  t r a f f i c k i n g  t o  s i t e s  o f  i n f l a m m a t i o n .  I t  
h a s  b e e n  s h o w n  t o  a c t i v a t e  e n d o t h e l i a l  c e l l s  t o  p r o d u c e  c h e m o k i n e s  a n d  e x p r e s s  
a d h e s i o n  m o l e c u l e s  f a c i l i t a t i n g  l e u k o c y t e  m i g r a t i o n .  A n d  I L - 6  i s  a l s o  i n v o l v e d  
i n  p r o m o t i n g  B  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  a n d  T  c e l l  a c t i v a t i o n  ( G a b a y ,  2 0 0 6 ) .  A n o t h e r  
o n e  o f  i t s  f u n c t i o n s  i s  t o  b l o c k  a p o p t o s i s  i n  c e l l s  d u r i n g  t h e  i n f l a m m a t o r y  
p r o c e s s ,  k e e p i n g  t h e m  a l i v e  i n  v e r y  t o x i c  e n v i r o n m e n t s  a n d  p r o - l o n g i n g  t h e  
i m m u n e  r e s p o n s e  ( H o d g e  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  I L - 6  w a s  r e c e n t l y  r e p o r t e d  t o  r e n d e r  
e f f e c t o r  T  c e l l s  i n s e n s i t i v e  t o  t h e  a c t i o n s  o f  T r e g s .  T h e r e f o r e  t h e  h i g h  l e v e l s  o f  
I L - 6  p r o d u c e d  d u r i n g  i n f l a m m a t o r y  d i s e a s e  m a y  l e a d  t o  a n  i n e f f e c t i v e  T r e g  
r e s p o n s e  ( S t a g g  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  
D y s r e g u l a t e d  o v e r p r o d u c t i o n  o f  I L - 6  h a s  b e e n  f o u n d  t o  p l a y  p a t h o l o g i c a l  r o l e s  i n  
c h r o n i c  i n f l a m m a t o r y  d i s e a s e s  s u c h  a s  R A  a n d  C D .  A n t i - J L - 6  r e c e p t o r  
a n t i b o d i e s  h a v e  b e e n  d e v e l o p e d  a s  a  t h e r a p e u t i c  a g e n t  f o r  t h e s e  d i s e a s e s ,  w i t h  
s o m e  e f f i c a c y  r e v e a l e d  i n  c l i n i c a l  t r i a l s  ( I t o ,  2 0 0 4 ;  N i s h i m o t o  &  K i s h i m o t o ,  
2 0 0 4 ) .  
1 . 6 . 5 . 4  T H E  R O L E  O F  T N F - a .  I L - 1  A N D  I L - 6  I N  T H 1 7  D E V E L O P M E N T  
C o n s i d e r i n g  t h e i r  s i m u l t a n e o u s  p r o d u c t i o n  a n d  o v e r l a p p i n g  f u n c t i o n s ,  i t  i s  
u n s u r p r i s i n g  t h a t  I L - 1 ,  T N F - a ,  a n d  I L - 6  h a v e  b e e n  i m p l i c a t e d  i n  p r o m o t i n g  a  
s p e c i f i c  s e t  o f  T  h e l p e r  c e l l s :  R e c e n t  s t u d i e s  h a v e  f o u n d  a  t h i r d  e f f e c t o r  C D 4 +  T h  
p a t h w a y  w h o s e  d i f f e r e n t i a t i o n  a n d  g r o w t h  i s  c o n t r o l l e d  b y  T G F - P ,  I L - 6 ,  a n d  I L -  
2 3 .  T h e s e  T  c e l l s  h a v e  b e e n  t e r m e d  T h 1 7  b a s e d  o n  t h e i r  p r o d u c t i o n  o f  L -  1 7 ,  b u t  
t h e y  a l s o  p r o d u c e  a  r a n g e  o f  o t h e r  f a c t o r s  k n o w n  t o  d r i v e  i n f l a m m a t o r y  
r e s p o n s e s ,  i n c l u d i n g  T N F - a ,  I L - 6  a n d  G M C S F  ( L a n g r i s h  e t  a l . ,  2 0 0 5 ;  K i k l y  e t  
a l . ,  2 0 0 6 ) .  M o r e  r e c e n t l y ,  i t  w a s  s h o w n  t h a t  I L - 1  a  a n d  I L - 1 P  a r e  i n v o l v e d  i n  I L -  
2 3 - m e d i a t e d  I L - 1 7  p r o d u c t i o n ,  a n d  t h a t  T N F - a  a l s o  h a s  a  s y n e r g i s t i c  e f f e c t  o n  
I L - 1 7  p r o d u c t i o n  ( S u t t o n  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  
1 . 6 . 6  I L - 2  
I L - 2  w a s  o n e  o f  t h e  f i r s t  c y t o k i n e s  i d e n t i f i e d  a n d  i s  a n  i m p o r t a n t  T  c e l l  g r o w t h  
f a c t o r ,  s u p p o r t i n g  t h e  p r o l i f e r a t i o n  o f  T h l  a n d  T h 2  c e l l s ,  a s  w e l l  a s  C D 8 +  T  c e l l s  
( S t o c k i n g e r ,  2 0 0 7 ) .  L - 2  i s  m a i n l y  p r o d u c e d  b y  a c t i v a t e d  T  l y m p h o c y t e s  a n d  
e x e r t s  i t s  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y  b y  b i n d i n g  t h e  h i g h  a f f i n i t y  I L - 2  r e c e p t o r  ( I L - 2 R ) .  
T h e  I L - 2 R  c o n s i s t s  o f  t h r e e  s u b u n i t s ;  t h e  a - c h a i n  ( I L - 2 R a ;  a l s o  k n o w n  a s  C D 2 5 ) ;  
t h e  P - c h a i n  ( I L - 2 R P ;  a l s o  k n o w n  a s  C D 1 2 2 )  a n d  t h e  c o m m o n  c y t o k i n e - r e c e p t o r  
y - c h a i n  ( y c ;  a l s o  k n o w n  a s  C D 1 3 2 ) ,  h o w e v e r  o n l y  t h e  I L - 2 R P  a n d  y c  s u b - u n i t s  
a r e  r e q u i r e d  f o r  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n .  T h e  g e n e s  t h a t  e n c o d e  I L - 2  a n d  t h e  s u b u n i t s  
o f  t h e  I L - 2 R  a r e  a m o n g  t h e  f i r s t  g e n e s  a c t i v a t e d  i n  T  c e l l s  f o l l o w i n g  T C R  
l i g a t i o n ,  a n d  c y t o k i n e s  s u c h  a s  I L - 1 ,  I L - 2 ,  I L - 7 ,  I G 1 2 ,  I L - 1 5 ,  a n d  T N F - a ,  p l a y  a  
c r i t i c a l  r o l e  i n  r e g u l a t i n g  t h e  e x p r e s s i o n  o f  b o t h  t h e  I L - 2  a n d  I L - 2 R a  g e n e s  a f t e r  
T  c e l l  a c t i v a t i o n  ( K i m  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  
F o l l o w i n g  C D 4 +  o r  C D 8 +  T  c e l l  s t i m u l a t i o n ,  e x o g e n o u s  I L - 2  l e v e l s  a r e  s u f f i c i e n t  
t o  i n d u c e  a  m o r e  t h a n  1 0 0 0 - f o l d  c l o n a l  e x p a n s i o n  o f  t h e s e  c e l l s  ( M a l e k  &  B a y e r ,  
2 0 0 4 ) ,  a l t h o u g h  i t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  t h a t  I L - 2 l I L - 2 R - d e f i c i e n t  m i c e  d e v e l o p  a  
l e t h a l  l y m p h o p r o l i f e r a t i v e  a u t o i m m u n e  d i s e a s e ,  m a k i n g  i t  c l e a r  t h a t  I L - 2  i s  a l s o  
i n v o l v e d  i n  r e g u l a t o r y  m e c h a n i s m s  c o n t r o l l i n g  T - c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d / o r  
t o l e r a n c e  ( M a l e k  &  B a y e r ,  2 0 0 4 ) .  A n o t h e r  r e g u l a t o r y  a c t i v i t y  o f  L - 2  i s  i t s  
a b i l i t y  t o  t r i g g e r  a c t i v a t e d  T  c e l l s  t o  u n d e r g o  a p o p t o s i s  o r  a c t i v a t i o n - i n d u c e d  c e l l  
d e a t h  ( A I C D ) .  A I C D  o c c u r s  w h e n  t h e  T C R  i s  e n g a g e d  b y  a n t i g e n  a f t e r  
s u b s t a n t i a l  I L - 2 - i n d u c e d  c l o n a l  e x p a n s i o n  i n  v i t r o .  I t  i s  t h o u g h t  t h a t  A I C D  i s  a n  
i m p o r t a n t  m e c h a n i s m  t h a t  g r e a t l y  r e d u c e s  t h e  n u m b e r  o f  a n t i g e n - s p e c i f i c  T  c e l l s  
a n d  l i m i t s  t h e  i m m u n e  r e s p o n s e  ( M a l e k  &  B a y e r ,  2 0 0 4 ) .  I t  w a s  r e c e n t l y  f o u n d  
t h a t  T h 1 7  c e l l  d e v e l o p m e n t  i s  a l s o  i n h i b i t e d  b y  I L - 2 ,  s u p p o s e d l y  b e c a u s e  T h 1 7  
s u b s e t  d e v e l o p m e n t  i s  s u p p o r t e d  b y  T G F - P  w h i c h  i n  t u r n  i s  a b l e  t o  b l o c k  T  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n  v i a  i t s  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o n  I L - 2  ( S t o c k i n g e r ,  2 0 0 7 ) .  
1 . 6 . 7  I L - 1 0  
I n t e r l e u k i n - 1 0  i s  a  c y t o k i n e  p r o d u c e d  b y  a  v a r i e t y  o f  c e l l s ,  i n c l u d i n g  T  a n d  B  
l y m p h o c y t e s ,  d e n d r i t i c  c e l l s ,  a n d  m a c r o p h a g e .  I t  h a s  s t r o n g  a n t i - i n f l a m m a t o r y  
a c t i v i t i e s ,  a n d  w a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  a s  m a c r o p h a g e  d e a c t i v a t i n g  f a c t o r .  I L -  
1 0  s u p p r e s s e s  t h e  p r o d u c t i o n  o f  i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s  s u c h  a s  L - 1 ,  L - 6 ,  I L -  
1 2 ,  a n d  T N F - a  f r o m  A P C  ( P a p a d a k i s  &  T a r g a n ,  2 0 0 0 ) ,  a n d  r e d u c e s  t h e  s e c r e t i o n  
o f  I L - 2  a n d  L F N - y  f r o m  T h l  c e l l s ,  a s  w e l l  a s  i n h i b i t i n g  t h e i r  p r o l i f e r a t i o n  a n d  
c h e m o t a x i s  ( M o c e l l i n  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  
T  c e l l  a n e r g y  c a n  b e  i n d u c e d  w h e n  C D 4 '  o r  C D 8 '  T  c e l l s  a r e  a c t i v a t e d  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  I L - 1 0 ,  o r  w i t h  D C  p r e v i o u s l y  t r e a t e d  w i t h  I L - 1 0  ( M o c e l l i n  e t  a l . ,  
2 0 0 4 ) .  T h e  i n d u c t i o n  o f  t h i s  a n e r g y  i s  p a r t i a l l y  d e p e n d e n t  o n  t h e  a b i l i t y  o f  I L - 1 0  
t o  l i m i t  I L - 1 2  p r o d u c t i o n ,  a n d  d o w n - r e g u l a t e  c o s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e s  o n  
d e n d r i t i c  c e l l s ,  a s  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t o  i n h i b i t  t h e  f u l l  m a t u r a t i o n  o f  D C  b y  
d e c r e a s i n g  M H C I I ,  I C A M - 1 ,  C D 8 0 ,  a n d  C D 8 6  e x p r e s s i o n ,  a l l  o f  w h i c h  
c u l m i n a t e  i n  i m p a i r e d  T  c e l l  r e s p o n s e s  ( d e  J o n g  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  I L - 1 0  d e f i c i e n c y  
i n  m i c e  r e s u l t s  i n  a n  o v e r p r o d u c t i o n  o f  i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s  a n d  l e a d s  t o  t h e  
d e v e l o p m e n t  o f  c h r o n i c  i n f l a m m a t o r y  d i s e a s e s  ( C o n t i  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) ,  a n d  t h e  f a c t  
t h a t  r e g u l a t o r y  C D 4 +  T  c e l l s  c o n t r i b u t e  t o  t h e  i n d u c t i o n  o f  p e r i p h e r a l  t o l e r a n c e  
v i a  t h e  p r o d u c t i o n  o f  I L - 1 0  a n d  T G F - P ,  r e i t e r a t e s  t h e  i m p o r t a n c e  o f  I L - 1 0  a s  a n  
i m m u n o s u p p r e s s i v e  c y t o k i n e .  T h e  p r o d u c t i o n  a n d  a c t i o n  o f  t h e  t w o  r e g u l a t o r y  
c y t o k i n e s ,  I L - 1 0  a n d  T G F - P ,  a r e  i n t e r r e l a t e d  a n d  p r o b a b l y  i n v o l v e  a  p o s i t i v e  
f e e d - b a c k  l o o p ,  i n  w h i c h  I L - 1 0  e n h a n c e s  T G F - P  e x p r e s s i o n  a n d  v i c e  v e r s a  
( M o c e l l i n  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  
1 . 6 . 8  T R A N S F O R M I N G  G R O W T H  F A C T O R  ( T G F ) - P  
S i m i l a r  t o  I L - 1 0 ,  T G F - P  i s  g e n e r a l l y  c o n s i d e r e d  a n  a n t i - i n f l a m m a t o r y  o r  
r e g u l a t o r y  c y t o k i n e .  I t  i s  s e c r e t e d  f r o m  c e r t a i n  c l a s s e s  o f  T  c e l l s  ( i n  p a r t i c u l a r  
r e g u l a t o r y  T h 3  c e l l s )  a n d  m a n y  o t h e r  n o n - l y m p h o i d  c e l l s  ( H a n a d a  &  Y o s h i m u r a ,  
2 0 0 2 ) .  A l t h o u g h  l a r g e l y  i m m u n o s u p p r e s s i v e  a n d  i n v o l v e d  i n  r e g u l a t i n g  t h e  
p r o l i f e r a t i o n ,  a p o p t o s i s ,  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  m u l t i p l e  c e l l  t y p e s  ( C h e n  &  W a h l ,  
2 0 0 3 ) ,  T G F - P  h a s  a l s o  b e e n  i m p l i c a t e d  i n  p r o m o t i n g  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  t h e  
r e c e n t l y  d i s c o v e r e d  p r o i n f l a m m a t o r y  T h 1 7  T  h e l p e r  s u b s e t  ( K i k l y  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  
T G F - P  a p p e a r s  t o  b e  m u l t i - f a c e t e d ;  i t  h a s  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  r e s t r a i n i n g  
e s s e n t i a l l y  a l l  i m m u n e  c e l l s  ( p a r t i c u l a r l y  s e l f - r e a c t i v e  T  c e l l s ) ,  i s  c r u c i a l  f o r  o r a l  
t o l e r a n c e ,  a n d  h a s  t h e  c a p a c i t y  t o  r e s t o r e  i m m u n e  h o m e o s t a s i s  ( W a h l ,  2 0 0 7 ) .  
C o n v e r s e l y ,  i t  i s  i m p l i c a t e d  i n  d i r e c t i n g  n a i ' v e  T  c e l l s  t o  d e v e l o p  i n t o  p r o -  
i n f l a m m a t o r y  T h 1 7  e f f e c t o r  c e l l s ,  w h i c h  a r e  t h o u g h t  t o  c o n t r i b u t e  t o  t h e  
p a t h o l o g y  a s s o c i a t e d  w i t h  c e r t a i n  a u t o i m m u n e  d i s e a s e s  [ s e e  s e c t i o n  1 . 4 . 2 . 2 1  a n d  
p e r h a p s  b e c a u s e  o f  t h i s ,  w a s  f o u n d  t o  b e  u p - r e g u l a t e d  i n  s o m e  p a t i e n t s  s u f f e r i n g  
f r o m  I B D  ( H a n a d a  &  Y o s h i m u r a ,  2 0 0 2 ) .  E v i d e n c e  s u g g e s t s  t h a t  T h l  c e l l s  
s u p p r e s s  t h e  e x p a n s i o n  o f  T G F - P  s e c r e t i n g  c e l l s  a n d  T G F - P  s i g n a l l i n g ,  w h e r e a s  
T G F - P  i n t e r f e r e s  w i t h  I L - 1 2  s y n t h e s i s  a n d  s i g n a l l i n g  ( S t r o b e r  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  
F u r t h e r m o r e ,  T G F - P  h a s  b e e n  s h o w n  t o  i m p e d e  I F N - y  p r o d u c t i o n  f r o m  T  c e l l s  
( B a s t o s  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  T h e r e f o r e ,  T h l  a n d  T G F - P - s e c r e t i n g  c e l l s  a p p e a r  t o  b e  
m u t u a l l y  e x c l u s i v e ,  w h e r e a s  T h 2  c e l l s  a n d  T G F - P - p r o d u c i n g  c e l l s  c a n  c o - e x i s t  
( S t r o b e r  e t  a k . ,  2 0 0 2 ) .  
I t  i s  o f  i n t e r e s t  t o  n o t e  t h a t  a s  w e l l  a s  b e i n g  i n v o l v e d  i n  T  h e l p e r  c e l l  
d e v e l o p m e n t ,  T G F - P  h a s  m a n y  o t h e r  f u n c t i o n s .  T h e s e  i n c l u d e ,  w o u n d  h e a l i n g ,  
m a s t  c e l l  r e c r u i t m e n t  a n d  f i b r o s i s ,  a n d  e f f e c t s  o n  I g E - m e d i a t e d  r e l e a s e  o f  e f f e c t o r  
m o l e c u l e s ,  s u c h  a s  h i s t a m i n e ,  p r o t e a s e s  a n d  T N F - a .  F u r t h e r m o r e ,  e a r l y  w o r k  
c o n n e c t e d  T G F - P  w i t h  t h e  g e n e r a t i o n  o f  a n t i b o d y - s e c r e t i n g  B  c e l l s  a n d  i s o t y p e  
s w i t c h i n g  t o  I g A  ( A s h c r o f t  e t  a l . ,  1 9 9 9 ;  W a n g  e t  a l . ,  2 0 0 6 ;  W a h l ,  2 0 0 7 ;  L e a s k ,  
2 0 0 8 ) .  
I n  c o m m o n  w i t h  T G F - P ,  I L - 4  d i s p l a y s  i m m u n o r e g u l a t o r y  f u n c t i o n s ,  s u c h  a s  
i n h i b i t i n g  L P S - i n d u c e d  I L - 1 P  a n d  T N F - a  p r o d u c t i o n  i n  A P C .  I L - 4  i s  a  p o t e n t  
i n d u c e r  o f  t h e  T h 2  r e s p o n s e ,  a n d  p l a y s  a  c e n t r a l  r o l e  i n  p o l a r i z i n g  n a i v e  C D 4 '  T  
c e l l s  t o w a r d  a  T h 2  p h e n o t y p e ,  b o t h  i n  v i t r o  a n d  i n  v i v o  ( A g n e l l o  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  I t  
i s  w i d e l y  a c c e p t e d  t h a t  t h e  m a i n  s o u r c e  o f  I L - 4  i s  t h e  T h  c e l l  p o p u l a t i o n  i t s e l f ,  
i n d i c a t i n g  t h a t  I L - 4  a c t s  a s  a n  a u t o c r i n e  f a c t o r  a m p l i f y i n g  I L - 4  p r o d u c t i o n  f r o m  
d e v e l o p i n g  T h 2  c e l l s  ( d e  J o n g  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  I n d e e d ,  T  c e l l s  s t i m u l a t e d  t h r o u g h  
t h e  T C R  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  I L - 4  d e v e l o p  i n t o  T h 2  e f f e c t o r  c e l l s  c a p a b l e  o f  
p r o d u c i n g  I L - 4 ,  I L - 5 ,  a n d  t h e  r e l a t e d  c y t o k i n e ,  I L - 1 3  ( A g n e l l o  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  
A l t h o u g h  g e n e r a l l y  c o n s i d e r e d  a  T h 2  c y t o k i n e ,  u n d e r  c e r t a i n  c i r c u m s t a n c e s  I L - 4  
s y n e r g i s e s  w i t h  I L - 1 2  t o  i n d u c e  p r o d u c t i o n  o f  I F N - y  b y  D C .  T h e  e f f e c t  o f  I L - 4  
s e e m s  t o  b e  d e p e n d a n t  o n  t h e  m a t u r a t i o n a l  s t a g e  o f  t h e  A P C  t a r g e t ;  t h e  p r e s e n c e  
o f  I L - 4  a t  e a r l y  s t a g e s  o f  m a c r o p h a g e  o r  D C  a c t i v a t i o n  c a n  i n h i b i t  S T A T 4  a n d  
s u p p r e s s  I F N - y  p r o d u c t i o n ,  w h e r e a s  I L - 4  f a i l s  t o  i n h i b i t  S T A T 4  a n d  c a n  a c t u a l l y  
i n c r e a s e  I F N - y  p r o d u c t i o n  i n  m a t u r e  c e l l s  ( B a s t o s  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  
1 . 7  N U C L E A R  F A C T O R -  ( N F )  - I &  
A c t i v a t i o n  o f  N F K B  p l a y s  a  c e n t r a l  r o l e  i n  i n f l a m m a t i o n  a n d  i s  i n v o l v e d  i n  
r e g u l a t i n g  g e n e s  e n c o d i n g  p r o - i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s ,  a d h e s i o n  m o l e c u l e s ,  
c h e m o k i n e s ,  g r o w t h  f a c t o r s ,  a n d  i n d u c i b l e  e n z y m e s ,  s u c h  a s  C O X - 2  
( c y c l o o x y g e n a s e  2 )  ( H a n a d a  &  Y o s h i m u r a ,  2 0 0 2 ) .  T h e  N F K B  f a m i l y  c o n s i s t s  o f  
f i v e  r e l a t e d  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s ;  R e l A  ( p 6 5 ) ,  N F K B ~  ( p 5 0 ) ,  N F K B 2  ( p 5 2 ) ,  c - R e 1  
a n d  R e l B .  T h e  f u n c t i o n a l  N F K B  p r o t e i n  i s  m a d e  u p  o f  c o m b i n a t i o n s  o f  e i t h e r  
h o m o d i m e r s  o r  h e t e r o d i m e r s  o f  t h e s e  p r o t e i n s  b u t  t h e  m o s t  c o m m o n  
t r a n s c r i p t i o n a l l y  a c t i v e  f o r m  i s  a  h e t e r o d i m e r  o f  t h e  p 6 5  s u b u n i t  a s s o c i a t e d  w i t h  
p 5 0  ( H a t a d a  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  T h e  p 5 0  a n d  p 6 5  s u b - u n i t s  a r e  w i d e l y  e x p r e s s e d  i n  
v a r i o u s  c e l l  t y p e s ,  w h e r e a s  t h e  e x p r e s s i o n  o f  R e l B  i s  r e s t r i c t e d  t o  r e g i o n s  o f  t h e  
t h y m u s ,  l y m p h  n o d e s  a n d  P e y e r ' s  p a t c h e s ,  a n d  c - R e 1  i s  c o n f i n e d  t o  
h a e m a t o p o i e t i c  c e l l s  a n d  l y m p h o c y t e s  ( L i  &  V e r m a ,  2 0 0 2 ) .  
1 . 7 . 1  N F K B  A C T I V A T I O N  
I n a c t i v e  N F K B  i s  s e q u e s t e r e d  i n  t h e  c y t o p l a s m  b y  a  f a m i l y  o f  i n h i b i t o r y  p r o t e i n s  
k n o w n  a s  i n h i b i t o r s  o f  K B ,  o r  I K B .  C y t o k i n e s  a n d  p a t h o g e n s  a c t  t h r o u g h  d i s t i n c t  
s i g n a l l i n g  p a t h w a y s  r e s u l t i n g  i n  t h e  a c t i v a t i o n  o f  I &  k i n a s e  ( I K K ) ,  w h i c h  i s  a  
c o m p l e x  c o m p o s e d  o f  t w o  c a t a l y t i c  s u b u n i t s ,  I K K a  a n d  I K K P ,  a n d  a  s c a f f o l d  
p r o t e i n  c a l l e d  N E M O  ( N F K B  e s s e n t i a l  m o d u l a t o r  -  a l s o  k n o w n  a s  I K K y ) .  
A c t i v a t e d  I K K  i n i t i a t e s  I K B  p h o s p h o r y l a t i o n ,  a n d  o n c e  I K B  p r o t e i n s  a r e  d e g r a d e d  
N F K B  i s  a b l e  t o  t r a n s l o c a t e  t o  t h e  n u c l e u s  w h e r e  i t  c a n  m o d u l a t e  g e n e  e x p r e s s i o n  
( H a n a d a  &  Y o s h i m u r a ,  2 0 0 2 ) .  T h e  m o s t  c o m m o n  I K B  p r o t e i n s  a r e  I K B ~ ,  I K B P  
a n d  I K B E .  I t  h a s  b e e n  w e l l  d o c u m e n t e d  t h a t  I K B a  r e g u l a t e s  t r a n s i e n t  N F K B  
a c t i v a t i o n  a n d  t h a t  I K B P  m a i n t a i n s  p e r s i s t e n t  N F K B  a c t i v a t i o n .  A c c o r d i n g l y ,  
I K B a  i s  d e g r a d e d  r a p i d l y  i n  r e s p o n s e  t o  s t i m u l i  a n d  q u i c k l y  r e s y n t h e s i z e d  ( L i  &  
V e n n a ,  2 0 0 2 ) .  N F K B  s i g n a l l i n g  c a n  o c c u r  t h r o u g h  e i t h e r  t h e  c l a s s i c a l  
( c a n o n i c a l )  o r  a l t e r n a t i v e  ( n o n - c a n o n i c a l )  p a t h w a y .  T h e  c l a s s i c a l  p a t h w a y  
u t i l i s e s  I K K P  a n d  I K K y ,  a n d  i s  a c t i v a t e d  b y  m e m b e r s  o f  I L - 1 R I T L R  s u p e r f a r n i l y  
v i a  c y t o k i n e s  o r  P A M P s .  T h e  a l t e r n a t i v e  p a t h w a y  i s  I K K a  d e p e n d a n t  a n d  
i n i t i a t e d  b y  m e m b e r s  o f  t h e  T N F  s u p e r f a r n i l y  ( e . g .  C D 4 0 L )  ( B o n i z z i  &  K a r i n ,  
2 0 0 4 ) .  
1 . 7 . 2  A C T I O N S  O F  N F K B  
N F K B  i s  a  k e y  p l a y e r  i n  c o n t r o l l i n g  b o t h  i n n a t e  a n d  a d a p t i v e  i m m u n i t y  a s  i t  i s  
a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  t r a n s c r i p t i o n  o f  a  l a r g e  n u m b e r  o f  g e n e s ,  i n c l u d i n g  c y t o k i n e s  
a n d  c h e m o k i n e s ,  a s  w e l l  a s  b e i n g  e s s e n t i a l  f o r  l y m p h o c y t e  s u r v i v a l  a n d  
a c t i v a t i o n  ( L i  &  V e r m a ,  2 0 0 2 ) .  F o r  e x a m p l e ,  N F K B  a c t i v a t i o n  i n c r e a s e s  t h e  
e x p r e s s i o n  o f  v a s c u l a r  c e l l  a d h e s i o n  m o l e c u l e -  ( V C A M ) - 1  a n d  I C A M - 1 ,  w h i l e  
N F K B  i n h i b i t i o n  r e d u c e s  l e u k o c y t e  a d h e s i o n  a n d  t r a n s m i g r a t i o n  ( H a n a d a  &  
Y o s h i m u r a ,  2 0 0 2 ) .  N F K B  i s  i n v o l v e d  i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  I L - 1 8  a n d  I F N - y ,  
w h i c h  a r e  h i g h l y  i m p o r t a n t  i n  o r c h e s t r a t i n g  a  T h l  r e s p o n s e  ( L i  &  V e r m a ,  2 0 0 2 ) .  
D C  m a t u r a t i o n  s e e m s  t o  b e  N F K B - d e p e n d a n t ;  f o l l o w i n g  i n  v i t r o  s t i m u l a t i o n ,  t h e  
E R K  k i n a s e  s i g n a l l i n g  p a t h w a y  i s  t r i g g e r e d  t o  s u s t a i n  c e l l  s u r v i v a l ,  a n d  N F K B  i s  
a c t i v a t e d  t o  f a c i l i t a t e  D C  m a t u r a t i o n ,  c h a r a c t e r i s e d  b y  a n  u p r e g u l a t i o n  o f  
c o s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e s  a n d  M H C I I  e x p r e s s i o n  ( B a n c h e r e a u  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  W i t h  
r e g a r d  t o  T  c e l l s ,  T C R  l i g a t i o n  o n l y  w e a k l y  a c t i v a t e s  N F K B .  I t  i s  o n l y  a f t e r  c o -  
s t i m u l a t i o n  t h r o u g h  C D 2 8  t h a t  f u l l  T  c e l l  a n d  N F K B  a c t i v a t i o n  o c c u r s  ( S c h u l z e -  
L u e h r m a n n  &  G h o s h ,  2 0 0 6 ) .  I t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  t h a t  N F K B  a c t i v a t i o n  i s  a l s o  
i n v o l v e d  i n  t h e  r e s o l u t i o n  s t a g e  o f  i n f l a m m a t i o n  a n d  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  
e x p r e s s i o n  o f  a n t i - i n f l a m m a t o r y  g e n e s ,  s i n c e  i n h i b i t i n g  N F K B  d u r i n g  t h e  
r e s o l u t i o n  s t a g e  p r o l o n g s  t h e  i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e  a n d  p r e v e n t s  a p o p t o s i s  
( H a n a d a  &  Y o s h i m u r a ,  2 0 0 2 ) .  N o n e t h e l e s s ,  t h e  c o n s t i t u t i v e  a c t i v a t i o n  o f  N F K B  
i s  o f t e n  s e e n  i n  i n f l a m m a t o r y  d i s e a s e s ,  s u c h  a s  R A ,  I B D  a n d  M S .  N u c l e a r  N F K B  
a c t i v i t y  i s  c o n s i s t e n t l y  d e t e c t e d  i n  b i o p s i e s  f r o m  t h e s e  p a t i e n t s ,  a c c o m p a n i e d  b y  
t h e  e n h a n c e d  r e c r u i t m e n t  o f  i n f l a m m a t o r y  c e l l s  a n d  p r o d u c t i o n  o f  p r o -  
i n f l a m m a t o r y  m e d i a t o r s ,  s u c h  a s  I L - 1 ,  I L - 6 ,  I L - 8  a n d  T N F  ( L i  &  V e r m a ,  2 0 0 2 ) .  
1 . 8  P E R O X I S O M E  P R O L I F E R A T O R - A C T I V A T E D  
R E C E P T O R  ( P P A R ) - y  
I t  i s  w e l l  e s t a b l i s h e d  t h a t  l i p i d s  a n d  t h e i r  m e t a b o l i t e s  ( e . g .  p r o s t a g l a n d i n s  a n d  
l e u k o t r i e n e s )  h a v e  t h e  a b i l i t y  t o  r e g u l a t e  i m m u n e  r e s p o n s e s .  L i p i d  m e d i a t o r s  
e x e r t  t h e i r  e f f e c t s  v i a  s p e c i f i c  c e l l  s u r f a c e  r e c e p t o r s ,  a n d  P P A R s  -  p e r o x i s o m e  
p r o l i f e r a t o r  a c t i v a t e d  r e c e p t o r s  -  a r e  o n e  s u c h  g r o u p  o f  l i p i d - a c t i v a t e d  
t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  ( S z a t m a r i  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  P P A R s  a r e  p r e s e n t  i n  a  v a r i e t y  o f  
c e l l  t y p e s  a n d  a r e  c a p a b l e  o f  i n f l u e n c i n g  l i p i d  a n d  l i p o p r o t e i n  m e t a b o l i s m ,  
g l u c o s e  h o m e o s t a s i s ,  c e l l u l a r  d i f f e r e n t i a t i o n ,  a n d  t h e  i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e  
( F a v e e u w  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  T h e r e  a r e  t h r e e  i s o f o r m s ;  P P A R a ,  P P A R G ,  a n d  P P A R y ,  
w h i c h  c a n  e i t h e r  d i m e r i s e  w i t h  r e t i n o i c  X  r e c e p t o r s  ( R X R )  a n d  b i n d  t o  a  
p r e s c r i b e d  D N A  s e q u e n c e ,  t e r m e d  t h e  P P A R  r e s p o n s e  e l e m e n t  ( P P R E ) ,  o r  
i n f l u e n c e  g e n e  e x p r e s s i o n  b y  i n t e r a c t i n g  w i t h  o t h e r  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  t o  
e n h a n c e  o r  i n h i b i t  t h e i r  b i n d i n g  t o  D N A  ( Y a q o o b ,  2 0 0 3 ;  S a m p a t h  &  N t a m b i ,  
2 0 0 5 ) .  
P P A R y  i s  t h e  i s o f o n n  p r e d o m i n a n t l y  e x p r e s s e d  i n  c e l l s  o f  t h e  m y e l o i d  l i n e  ( e . g . ,  
m o n o c y t e s / m a c r o p h a g e  a n d  D C )  a n d  i s  s e l e c t i v e l y  a c t i v a t e d  b y  p o l y u n s a t u r a t e d  
f a t t y  a c i d s  ( P U F A )  a n d  m o n o u n s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d s  ( M U F A ) .  P P A R a  o n  t h e  
o t h e r  h a n d  i s  m o s t l y  e x p r e s s e d  b y  l y m p h o c y t e s  a n d  a c t i v a t e d  b y  a  l a r g e  v a r i e t y  
o f  f a t t y  a c i d s  ( S t u l n i g ,  2 0 0 3 ) .  F a t t y  a c i d s ,  a n d  v a r i o u s  f a t t y  a c i d - d e r i v e d  
m e t a b o l i t e s ,  c a n  a f f e c t  g e n e  e x p r e s s i o n  b y  b i n d i n g  t o  a n d  a c t i v a t i n g  P P A R s ,  b u t  
i t  i s  d i f f i c u l t  t o  k n o w  w h e t h e r  t h e s e  n u c l e a r  r e c e p t o r s  p l a y  a  s i g n i f i c a n t  r o l e  i n  
f a t t y  a c i d - m e d i a t e d  i r n m u n o m o d u l a t i o n  i n  v i v o  o r  i n  v i t r o  a s  s t u d i e s  h a v e  y i e l d e d  
c o n f l i c t i n g  r e s u l t s  ( F r i t s c h e ,  2 0 0 6 )  T h e  f a c t  t h a t  P P A R y  d e l e t i o n  i s  
e m b r y o n i c a l l y  l e t h a l ,  a l s o  m a k e s  i t  d i f f i c u l t  t o  a s c e r t a i n  t h e  e x a c t  i n v o l v e m e n t  o f  
P P A R y  i n  i m m u n e  r e s p o n s e  m o d i f i c a t i o n s  ( K l o t z  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  
1 . 8 . 1  E F F E C T S  O F  P P A R  B I N D I N G  
P P A R y  l i g a n d  b i n d i n g  h a s  a n  a n t i - i n f l a m m a t o r y  e f f e c t  o n  
m o n o c y t e s / m a c r o p h a g e  a n d  D C  b u t  t h e  e x a c t  m e c h a n i s m  o f  a c t i o n  i s  y e t  t o  b e  
f u l l y  e l u c i d a t e d .  P P A R y  l i g a t i o n  h a s  b e e n  s h o w n  t o  i n h i b i t  t h e  s e c r e t i o n  o f  I L - 1 2  
( F a v e e u w  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) ,  d e c r e a s e  I L - 1 5 ,  T N F - a ,  a n d  I L - 6  p r o d u c t i o n  ( N e n c i o n i  e t  
a l . ,  2 0 0 2 ) ,  a n d  a l t e r  t h e  e x p r e s s i o n  o f  c o s t i m u l a t o r y  m a r k e r s  o n  D C  l e a d i n g  t o  a n  
i m p a i r e d  l y m p h o c y t e - s t i m u l a t i n g  c a p a c i t y  ( K l o t z  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  F a v e e u w  a n d  
c o l l e a g u e s  ( 2 0 0 0 )  u s e d  t h e  P P A R y  a c t i v a t o r ,  r o s i g l i t a z o n e  ( R S G )  a n d  f o u n d  t h a t  
i t  n e g a t i v e l y  i n t e r f e r e d  w i t h  N F K B  a c t i v a t i o n .  H o w e v e r ,  R S G  d i d  n o t  a f f e c t  D C  
m a t u r a t i o n  o r  t h e  a b i l i t y  o f  D C  t o  a c t i v a t e  n a ? v e  T  c e l l s .  K l o t z  a n d  c o l l e a g u e s  
( 2 0 0 7 )  s h o w e d  t h a t  P P A R y  a c t i v a t i o n  i n t e r f e r e s  w i t h  L P S - i n d u c e d  N F K B - D N A  
b i n d i n g ,  a s  d i d  B a s s a g a n y a - R i e r a  e t  u l . ,  ( 2 0 0 2 )  w h o  r e p o r t e d  t h a t  t h e  a c t i v a t i o n  
o f  P P A R y  d e c r e a s e d  p r o - i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s  v i a  i t s  a n t a g o n i s t i c  a c t i v i t y  o n  
N F K B ,  J N K ,  a n d  p 3 8  i n  m a c r o p h a g e .  R e s t i n g  T  l y m p h o c y t e s  p r e d o m i n a n t l y  
e x p r e s s  P P A R a ,  b u t  P P A R y  i s  a l s o  e x p r e s s e d  a n d  u p r e g u l a t e d  d u r i n g  T  c e l l  
a c t i v a t i o n  ( S t u l n i g ,  2 0 0 3 ) .  P P A R y  l i g a n d s  a t t e n u a t e d  p r o l i f e r a t i v e  r e s p o n s e s  
( C l a r k  e t  a l . ,  2 0 0 0 )  a n d  i n h i b i t e d  L L - 2  a n d  I F N - y  s e c r e t i o n  ( C u n a r d  e t  a l . ,  2 0 0 2 )  
i n  m u r i n e  T  c e l l s .  
P U F A s  f r o m  b o t h  n - 3  a n d  n - 6  f a m i l i e s  r e p o r t e d l y  b i n d  e q u a l l y  w e l l  t o  P P A R s .  
C h a i n  l e n g t h  a n d  n u m b e r  o f  d o u b l e  b o n d s  s e e m s  i r r e l e v a n t ,  a s  t h e r e  a p p e a r s  t o  
b e  n o  d i s t i n c t i o n  i n  t h e  b i n d i n g  a f f i n i t y  a n d / o r  a c t i v a t i n g  c a p a c i t y  b e t w e e n  
P U F A s .  S u c h  d a t a  m i g h t  m e a n  t h a t  d i f f e r e n t i a l  i m m u n e  m o d u l a t i o n  b y  v a r i o u s  
P U F A s  i s  u n l i k e l y  t o  b e  m e d i a t e d  t h r o u g h  P P A R .  Y e t ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  
d i f f e r e n c e s  i n  r o u t i n g  a n d  c e l l u l a r  m e t a b o l i s m  o f  v a r i o u s  P U F A s  i n  v i v o  c o u l d  
r e s u l t  i n  u n i q u e  p a t t e r n s  o f  P P A R  a c t i v a t i o n  f o r  d i f f e r e n t  n - 3  a n d  n - 6  P U F A s  
( Y a q o o b ,  2 0 0 3 ) .  
T h e  p o t e n t i a l  i n v o l v e m e n t  o f  P P A R s  i n  P U F A - m e d i a t e d  m o d i f i c a t i o n s  o f  t h e  
i m m u n e  r e s p o n s e  w i l l  b e  d i s c u s s e d  m o r e  f u l l y  i n  s e c t i o n  1 . 1 0 . 4 . 1 .  
1 . 9  I N F L A M M A T I O N  A N D  I N F L A M M A T O R Y  D I S E A S E  
U n d e r  m o s t  c i r c u m s t a n c e s ,  i n f l a m m a t i o n  i s  t h e  b o d y ' s  n a t u r a l  r e s p o n s e  t o  
i n f e c t i o n  o r  i n j u r y ,  b u t  w h e n  d y s r e g u l a t e d  i t  c a n  l e a d  t o  e x t e n s i v e  t i s s u e  d a m a g e  
a n d  c h r o n i c  d i s e a s e ,  a s  s e e n  i n  R A ,  M S  a n d  C D .  A l t h o u g h  t h e s e  d i s e a s e s  a f f e c t  
d i f f e r e n t  t i s s u e s  a n d  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  d i f f e r e n t  g e n e t i c ,  h o r m o n a l ,  a n d  
e n v i r o n m e n t a l  r i s k  f a c t o r s ,  a t  t h e i r  t i s s u e - d a m a g i n g  s t a g e ,  t h e y  a l l  s e e m  t o  s h a r e  
c o m m o n  p a t h o g e n i c  p r o c e s s e s :  T h e r e  i s  a n  a b n o r m a l  a c c u m u l a t i o n  o f  
i n f l a m m a t o r y  c e l l s  ( s u c h  a s  T  l y m p h o c y t e s ,  m a c r o p h a g e ,  n e u t r o p h i l s  a n d  p l a s m a  
c e l l s )  t h a t  a l o n g  w i t h  t i s s u e  e n d o t h e l i a l  c e l l s ,  e p i t h e l i a l  c e l l s ,  a n d  f i b r o b l a s t s  
r e l e a s e  a  c o m p l e x  a r r a y  o f  l i p i d s ,  g r o w t h  f a c t o r s ,  c y t o k i n e s ,  a n d  d e s t r u c t i v e  
e n z y m e s  t h a t  c a u s e  l o c a l  t i s s u e  d a m a g e  a n d  s o m e t i m e s  h y p e r p r o l i f e r a t i o n  a n d  
f i b r o s i s  ( A n d r e a k o s  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  
G r a n u l o c y t e s ,  w h i c h  i n c l u d e  n e u t r o p h i l s ,  e o s i n o p h i l s  a n d  b a s o p h i l s ,  a r e  c e l l s  o f  
t h e  i n n a t e  s y s t e m  t h a t  p r o v i d e  t h e  f i r s t  l i n e  o f  d e f e n c e  a g a i n s t  i n v a d i n g  
p a t h o g e n s .  D u r i n g  i n f l a m m a t i o n ,  m e d i a t o r s  r e l e a s e d  f r o m  d a m a g e d  c e l l s  a n d  
s e n t i n e l s  o f  t h e  i n n a t e  s y s t e m  ( e . g .  c h e m o k i n e s  a n d  e i c o s a n o i d s )  u p r e g u l a t e  t h e  
e x p r e s s i o n  o f  a d h e s i o n  m o l e c u l e s  ( I C A M - 1 ,  V C A M - 1 )  a n d  a c t  a s  
c h e m o a t t r a c t a n t s  t r i g g e r i n g  l e u k o c y t e  m i g r a t i o n  ( L u s t e r  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  
N e u t r o p h i l s  a r e  a b u n d a n t  i n  t h e  b l o ~ d  b u t  e x t r a v a s a t e  t o  a c c u m u l a t e  r a p i d l y  a t  
t h e  s i t e  o f  i n f e c t i o n .  U n d e r  s t e a d y - s t a t e  c o n d i t i o n s  t i s s u e - r e s i d e n t  D C  a n d  
m a c r o p h a g e  c o n s t a n t l y  p a t r o l  a n d  s a m p l e  t h e  m i l i e u  f o r  f o r e i g n  o r g a n i s m s ,  b u t  
d u r i n g  a n  i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e ,  m o n o c y t e s  a r e  r e c r u i t e d  f r o m  t h e  c i r c u l a t i o n  
a n d  o n c e  i n  t h e  t i s s u e s  c a n  d i f f e r e n t i a t e  i n t o  e i t h e r  m a c r o p h a g e  o r  D C  ( L u s t e r  e t  
a l . ,  2 0 0 5 ) .  U p o n  a c t i v a t i o n ,  c e l l s  o f  t h e  i n n a t e  s y s t e m  s e c r e t e  s e v e r a l  
p r o i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s  s u c h  a s  I L - 1 ,  I L - 6 ,  I L - 1 2 ,  a n d  T N F - a ,  w h i c h  f u r t h e r  
a t t r a c t  a n d  s t i m u l a t e  i n n a t e  i m m u n e  c e l l s  ( H a n a d a  &  Y o s h i m u r a ,  2 0 0 2 ) .  T h e  
a d a p t i v e  i m m u n e  s y s t e m  b e c o m e s  i n v o l v e d  w h e n  d e n d r i t i c  c e l l s  a r e  a c t i v a t e d  
a f t e r  t a k i n g  u p  a n t i g e n  i n  i n f e c t e d l i n f l a m e d  t i s s u e .  D C  m a t u r e  i n t o  e f f i c i e n t  A P C  
a s  t h e y  m i g r a t e  t o  T  c e l l  z o n e s  o f  l y m p h o i d  t i s s u e s ,  u p - r e g u l a t i n g  t h e  e x p r e s s i o n  
o f  a d h e s i o n  ( I C A M - 1 )  a n d  c o - s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e s  ( C D 8 0 ,  C D 8 6  a n d  C D 4 0 )  
( G u e r m o n p r e z  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  I n  t h e  l y m p h  n o d e ,  a n t i g e n - s p e c i f i c  T  c e l l s  a r e  
a c t i v a t e d  a n d  p r o l i f e r a t e  t o  p r o d u c e  h u n d r e d s  o f  e f f e c t o r  T  c e l l  c l o n e s ,  w h i c h  
t h e n  m i g r a t e  t o  i n f l a m e d  s i t e s  w h e r e  t h e y  c a r r y  o u t  t h e i r  e f f e c t o r  f u n c t i o n s .  
C y t o k i n e s  a r e  n o r m a l l y  p r o d u c e d  o n l y  t r a n s i e n t l y  u p o n  b y  a n  i n d u c i n g  s t i m u l u s  
a n d  a r e  d o w n - r e g u l a t e d  r a p i d l y .  H o w e v e r ,  a t  c h r o n i c  i n f l a m m a t o r y  s i t e s ,  
c y t o k i n e  e x p r e s s i o n  i s  u p r e g u l a t e d  f o r  e x t e n d e d  p e r i o d s  o f  t i m e  ( A n d r e a k o s  e t  
a l . ,  2 0 0 4 ) .  
U n d e r s t a n d i n g  t h e  n a t u r e  o f  i n f l a m m a t i o n  w i t h  r e g a r d  t o  d i s e a s e  c h r o n i c i t y  h a s  
b e c o m e  a n  a r e a  o f  m a j o r  r e s e a r c h  a n d  g r e a t  t h e r a p e u t i c  i n t e r e s t .  T h e  e v e n t s  t h a t  
t r i g g e r  a u t o i m m u n i t y  o r  t h a t  d e t e r m i n e  t h e  d i s e a s e  t y p e ,  m a n i f e s t a t i o n  a n d  
p r o g r e s s i o n  r e m a i n  e l u s i v e .  T h r e e  o f  t h e  m o s t  c o m m o n  i n f l a m m a t o r y  d i s e a s e s ,  
M S ,  R A  a n d  I B D ,  w i l l  n o w  b e  c o n s i d e r e d  i n  m o r e  d e t a i l :  
1 . 9 . 1  M U L T I P L E  S C L E R O S I S  
M u l t i p l e  s c l e r o s i s  ( M S )  i s  t h e  m o s t  c o m m o n  i n f l a m m a t o r y  d i s e a s e  o f  t h e  c e n t r a l  
n e r v o u s  s y s t e m  ( C N S ) ,  a f f e c t i n g  a p p r o x i m a t e l y  2 . 5  m i l l i o n  p e o p l e  w o r l d w i d e  
( H o l m o y  &  V a r t d a l ,  2 0 0 7 ) .  A l t h o u g h  M S  i s  n o t  u s u a l l y  l i f e - t h r e a t e n i n g ,  t h o s e  
w i t h  t h e  d i s e a s e  s u f f e r  s u b s t a n t i a l  d i s a b i l i t y  t h r o u g h  d e f i c i t s  i n  s e n s a t i o n  a n d  i n  
m o t o r ,  a u t o n o m i c ,  a n d  c o g n i t i v e  f u n c t i o n  ( S o s p e d r a  &  M a r t i n ,  2 0 0 5 ) .  
M u l t i p l e  s c l e r o s i s  i s  c o n s i d e r e d  a  c l a s s i c a l  T  c e l l - m e d i a t e d  a u t o i m m u n e  d i s e a s e  
t h a t  d e v e l o p s  i n  g e n e t i c a l l y  s u s c e p t i b l e  i n d i v i d u a l s  b u t  i t  i s  t h o u g h t  t h a t  
e n v i r o n m e n t a l  f a c t o r s  a r e  a l s o  i n v o l v e d  i n  d i s e a s e  m a n i f e s t a t i o n ,  a n d  t h e  s e a r c h  
f o r  a n  a n t i g e n i c  t r i g g e r  i s  o n - g o i n g  ( M c F a r l a n d  &  M a r t i n ,  2 0 0 7 ) .  
T h e  t h e o r y  o f  C D 4 +  T  c e l l  i n v o l v e m e n t  i n  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n  i s  b a s e d  o n  t h e  
c o m p o s i t i o n  o f  i n f i l t r a t i n g  c e l l s  e n t e r i n g  t h e  b r a i n  a n d  c e r e b r o s p i n a l  f l u i d  ( C S F )  
a n d  b a s e d  o n  d a t a  f r o m  t h e  a n i m a l  m o d e l  o f  M S ,  E A E  ( S o s p e d r a  &  M a r t i n ,  
2 0 0 5 ) .  I n  t h e  E A E  m o d e l ,  t h e  i n j e c t i o n  o f  m y e l i n  c o m p o n e n t s  i n t o  s u s c e p t i b l e  
a n i m a l s  l e a d s  t o  a  C D 4 ' - m e d i a t e d  a u t o i m m u n e  d i s e a s e ,  f u r t h e r m o r e ,  E A E  
c a n n o t  b e  t r a n s f e r r e d  b y  a n t i b o d i e s ,  e m p h a s i z i n g  t h e  i m p o r t a n c e  o f  C D 4 '  T  c e l l s  
( S o s p e d r a  &  M a r t i n ,  2 0 0 5 ) .  
I t  w a s  i n i t i a l l y  t h o u g h t  t h a t  t h e  C D 4 ' T  c e l l s  m e d i a t i n g  d i s e a s e  i n  M S  h a d  a  T h l  
p h e n o t y p e  c h a r a c t e r i z e d  b y  t h e  p r o d u c t i o n  o f  I F N - y .  E v i d e n c e  n o w  i n d i c a t e s  
t h a t  t h e  T  c e l l s  c r i t i c a l  f o r  i n f l a m m a t i o n  a n d  d i s e a s e ,  a t  l e a s t  i n  t h e  E A E  m o d e l ,  
a r e  c h a r a c t e r i z e d  b y  t h e  p r o d u c t i o n  o f  I L - 1 7  ( M c F a r l a n d  &  M a r t i n ,  2 0 0 7 ) .  F o r  
e x a m p l e ,  n e u t r a l i z a t i o n  o f  I L - 1 7  b u t  n o t  T F N - y  i n  1 ~ - 2 5 ( - ' - )  m i c e  p r e v e n t e d  E A E ,  
s u g g e s t i n g  t h a t  L -  1 7  i s  a  m a j o r  d i s e a s e - p r o m o t i n g  f a c t o r  ( K l e i n s c h e k  e t  a l . ,  
2 0 0 7 ) ;  a n d  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  I F N - y - p r o d u c i n g  c e l l s  a r e  p r e s e n t  i n  E A E -  
r e s i s t a n t ,  I L - 2 3 - d e f i c i e n t  m i c e ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  I L - 2 3 - d r i v e n  i m m u n e  
r e s p o n s e  i s  i n d e p e n d e n t  o f  t h e  I F N - y - T h l  p a t h w a y  ( L a n g r i s h  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  I n  
a d d i t i o n  t o  e v i d e n c e  f r o m  a n i m a l  m o d e l s ,  a  l i n k  b e t w e e n  d i s e a s e  a n d  I L - 1 7  i s  
e m e r g i n g  i n  s t u d i e s  o f  p a t i e n t s  w i t h  M S :  I L - 1 7  m F W A  i s  m o r e  a b u n d a n t  i n  t h e  
b l o o d  a n d  t h e  m o n o n u c l e a r  c e l l s  o f  c e r e b r o s p i n a l  f l u i d  i n  M S  s u f f e r e r s ,  a n d  t h e  
e x p r e s s i o n  o f  I L - 2 3  i s  h i g h e r  i n  m y e l o i d  D C  f r o m  p a t i e n t s  w i t h  M S  t h a n  i n  
h e a l t h y  c o n t r o l s  ( M c F a r l a n d  &  M a r t i n ,  2 0 0 7 ) .  
O t h e r  p r o i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s  f r o m  b o t h  T  c e l l s  a n d  A P C  ( e . g . ,  I L - 1 2 ,  I F N - y ,  
I L - 2 3 ,  T N F - a )  a r e  t h o u g h t  t o  p l a y  a  r o l e  i n  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  M S  v i a  i m m u n e  
s y s t e m  a c t i v a t i o n  i n  t h e  p e r i p h e r y  a n d l o r  b y  d i r e c t l y  d a m a g i n g  t i s s u e .  E l e v a t e d  
n u m b e r s  o f  b l o o d  c e l l s  s e c r e t i n g  T N F - a  a n d  h i g h e r  n u m b e r s  o f  p e r i p h e r a l  b l o o d  
m o n o n u c l e a r  c e l l s  ( P B M C )  e x p r e s s i n g  I F N - y  r n R N A  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  M S ,  b u t  
t h e r a p e u t i c  t r i a l s  i n v o l v i n g  n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d i e s  f o r  t h e s e  c y t o k i n e s  r e s u l t e d  i n  
d i s e a s e  e x a c e r b a t i o n  ( H o l m o y  &  V a r t d a l ,  2 0 0 7 ) .  D a t a  c o n c e r n i n g  a n t i -  
i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s  i n  M S  a r e  s i m i l a r l y  c o n t r a d i c t o r y .  D e c r e a s e d  n u m b e r s  
o f  P B M C  s e c r e t i n g  I L - 1 0  a n d  u n e x p e c t e d l y  h i g h  n u m b e r s  o f  c e l l s  e x p r e s s i n g  I L -  
4  m F W A  h a v e  b e e n  o b s e r v e d  i n  M S  C S F  l e s i o n s  ( S o s p e d r a  &  M a r t i n ,  2 0 0 5 ) .  A  
d e f e c t i v e  r e g u l a t o r y  r e s p o n s e  h a s  a l s o  b e e n  s u g g e s t e d  a s  a  p o s s i b l e  a d d i t i v e  
s o u r c e  i n  d i s e a s e  p a t h o l o g y  a s  H a f l e r  a n d  c o l l e a g u e s  ( 2 0 0 5 )  f o u n d  t h a t  t h e  
r e g u l a t o r y  f u n c t i o n  o f  t h e  C D ~ + C D ~ ~ "  T - c e l l  s u b p o p u l a t i o n  w a s  d e f e c t i v e  i n  
p a t i e n t s  w i t h  M S .  
O t h e r  f a c t o r s  t h a t  c o n t r i b u t e  t o  a  p r o i n f l a m m a t o r y  e n v i r o n m e n t  i n  M S  i n c l u d e  
a d h e s i o n  m o l e c u l e s ,  s u c h  a s  L F A - 1 ,  w h i c h  f a c i l i t a t e  t h e  m i g r a t i o n  o f  a u t o -  
r e a c t i v e  T  c e l l s  t h r o u g h  t h e  b l o o d  b r a i n  b a r r i e r  ( B B B ) .  A n d  c h e m o k i n e s  
( R A N T E S I C C L S ,  I P - l O I C X C L 1 0 ,  I L - 8 )  t h a t  r e c r u i t  o t h e r  i m m u n e  c e l l s ,  
i n c l u d i n g  m o n o c y t e s ,  C D 8 '  T  c e l l s ,  B  c e l l s ,  a n d  m a s t  c e l l s ,  f r o m  t h e  p e r i p h e r a l  
b l o o d ,  a l l  o f  w h i c h  o r c h e s t r a t e  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  i n f l a m m a t o r y  l e s i o n  
( S o s p e d r a  &  M a r t i n ,  2 0 0 5 ) .  T h e r e f o r e ,  i t  i s  c l e a r  t o  s e e  t h a t  m a n y  c o m p o n e n t s  o f  
t h e  i n n a t e  a n d  a d a p t i v e  i m m u n e  s y s t e m s  a l l  c o n t r i b u t e  t o  a s p e c t s  o f  t h e  d i s e a s e  
p r o c e s s  i n  m u l t i p l e  s c l e r o s i s .  
1 . 9 . 2  R H E U M A T O I D  A R T H R I T I S  
R h e u m a t o i d  a r t h r i t i s  i s  a  c h r o n i c  i n f l a m m a t o r y  d i s e a s e  t h a t  m a i n l y  t a r g e t s  t h e  
s y n o v i a l  m e m b r a n e ,  c a r t i l a g e  a n d  b o n e .  I t  a f f e c t s  1 %  o f  t h e  p o p u l a t i o n  a n d  i s  
a s s o c i a t e d  w i t h  s i g n i f i c a n t  m o r b i d i t y  a n d  i n c r e a s e d  m o r t a l i t y  ( M c I n n e s  &  S c h e t t ,  
2 0 0 7 ) .  
T  c e l l s  a r e  i m p l i c a t e d  i n  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  r h e u m a t o i d  a r t h r i t i s  b y  v i r t u e  o f  t h e  
d e t e c t i o n  o f  h i g h  n u m b e r s  o f  T  c e l l s  i n  t h e  i n f l a m e d  s y n o v i u m  a n d  t h e  
d e m o n s t r a t e d  r e q u i r e m e n t  o f  T  c e l l s  i n  v a r i o u s  a n i m a l  m o d e l s  o f  a r t h r i t i s .  
F u r t h e r m o r e ,  T  c e l l - d e r i v e d  c y t o k i n e s  a r e  d i r e c t l y  i m p l i c a t e d  i n  m a n y  o f  t h e  
i m m u n e  p r o c e s s e s  t h a t  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  r h e u m a t o i d  
a r t h r i t i s  ( B r a n d  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  R A  h a s  l a r g e l y  b e e n  c o n s i d e r e d  a  T h l - m e d i a t e d  
d i s o r d e r ,  t h o u g h t  t o  b e  d r i v e n  b y  a  p o p u l a t i o n  o f  T  c e l l s  p r o d u c i n g  i n f l a m m a t o r y  
c y t o k i n e s  a n d  c h e m o k i n e s ,  s u c h  a s  I F N y  a n d  T N F - a  ( M c I n n e s  &  S c h e t t ,  2 0 0 7 ) .  
H o w e v e r ,  m o r e  r e c e n t l y ,  s t u d i e s  i n  a n i m a l  m o d e l s  f a v o u r  a  n e w  m o d e l  t h a t  
i m p l i c a t e s  T h 1 7  c e l l s  a s  c r u c i a l  e f f e c t o r s .  F o r  e x a m p l e ,  I r m l e r  e t  a l . ,  ( 2 0 0 7 )  
d e m o n s t r a t e d  t h a t  I F N - y  i s  n o t  e s s e n t i a l  f o r  a  p o t e n t  i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e  a n d  
t h a t  i t s  a b s e n c e  a c t u a l l y  i n c r e a s e d  i n f l a m m a t i o n  i n  a  m u r i n e  m o d e l  o f  A I A  
( a n t i g e n - i n d u c e d  a r t h r i t i s ) .  T h e  r e s e a r c h e r s  f o u n d  t h a t  d i s e a s e  s e v e r i t y  i n  I F N - y  
k n o c k o u t  m i c e  w a s  c h a r a c t e r i z e d  b y  a  p r o m i n e n t  e l e v a t i o n  o f  I L - 1 7  a n d  t h e  
i n h i b i t i o n  o f  I L - 1 7  d e c r e a s e d  d i s e a s e  p a t h o l o g y ,  t h u s  i m p l i c a t i n g  I L - 1 7  a s  t h e  
d e s t r u c t i v e  c y t o k i n e  i n  t h i s  d i s e a s e  s e t t i n g .  
W h e t h e r  t h e s e  m o u s e  m o d e l s  
f a i t h f u l l y  r e p r e s e n t  h u m a n  d i s e a s e  i s  c u r r e n t l y  u n c l e a r .  N e v e r t h e l e s s ,  c o n s i s t e n t  
w i t h  t h e  T h l 7 - c e l l  m o d e l ,  I F N - y  i s  l a c k i n g  o r  p r e s e n t  a t  l o w  l e v e l s ,  i n  t h e  
s y n o v i a l  m e m b r a n e  o f  p a t i e n t s  w i t h  r h e u m a t o i d  a r t h r i t i s  a n d  i t  i s  r a r e l y  
d e t e c t a b l e  i n  t h e  s y n o v i a l  f l u i d  ( B r a n d  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  
A s  i n  M S ,  o t h e r  c y t o k i n e s  a n d  c e l l  t y p e s  a r e  i m p l i c a t e d  i n  d i s e a s e  p a t h o l o g y :  
S i t e s  o f  i n f l a m m a t i o n  c o n t a i n  m a c r o p h a g e ,  m a s t  c e l l s ,  C D 4 +  a n d  C D 8 +  T  c e l l s ,  
N K  c e l l s ,  B  c e l l s  a n d  p l a s m a  c e l l s .  A n d  t h e  s y n o v i a l  m i l i e u  c o n t a i n s  v a r i o u s  
c y t o k i n e s ,  s u c h  a s  I L - l P ,  I L - 6 ,  I L - 7 ,  I L - 1 2 ,  I L - 1 5 ,  I L - 1 8 ,  L - 2 3 p 1 9  a n d  T G F - P  
( A n d r e a k o s  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) ,  t h a t  i n  t u r n  c a n  s u p p o r t  t h e  e x p a n s i o n  a n d  
d i f f e r e n t i a t i o n  o f  T - h e l p e r  c e l l s .  M y e l o i d  a n d  p l a s m a c y t o i d  D C  a l s o  c o n t r i b u t e  
t o  t h e  p r e s e n c e  o f  c y t o k i n e s  a n d  s u b s e q u e n t  T - c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  ( B r a n d  e t  a l . ,  
2 0 0 3 ) .  A g a i n ,  t h e r e  a p p e a r s  t o  b e  a  d e f e c t i v e  r e g u l a t o r y  m e c h a n i s m  i n  R A :  
A l t h o u g h  r e g u l a t o r y  c y t o k i n e s  s u c h  a s  I L - 1 0  a n d  I L - l r a  a r e  e x p r e s s e d  b y  
s y n o v i a l  m o n o n u c l e a r  c e l l s ,  t h e y  a r e  n o t  p r e s e n t  i n  s u f f i c i e n t  l o c a l  c o n c e n t r a t i o n s  
t o  c o u n t e r a c t  t h e  a c t i o n s  o f  t h e  d o m i n a n t  p r o i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e  m i l i e u .  A n d  
t h e  n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  T r e g s  ( F o x p 3 + C D 4 + C D 2 5 + )  d e t e c t e d  i n  t h e  s y n o v i u m  o f  
p a t i e n t s  w i t h  a c t i v e  d i s e a s e  a n d  p a r t i c u l a r l y  i n  s y n o v i a l  f l u i d ,  s e e m  t o  h a v e  a n  
i m p a i r e d  r e g u l a t o r y  f u n c t i o n  ( M c I n n e s  &  S c h e t t ,  2 0 0 7 ) .  
1 . 9 . 3  I N F L A M M A T O R Y  B O W E L  D I S E A S E  
U l c e r a t i v e  c o l i t i s  ( U C )  a n d  C r o h n 7 s  d i s e a s e  ( C D ) ,  c o l l e c t i v e l y  t e r m e d  
i n f l a m m a t o r y  b o w e l  d i s e a s e  ( I B D ) ,  a f f e c t  m i l l i o n s  o f  p e o p l e  w o r l d w i d e  a n d  a r e  
c h a r a c t e r i z e d  b y  a  c h r o n i c  u n c o n t r o l l e d  i n f l a m m a t i o n  o f  t h e  i n t e s t i n a l  m u c o s a  
( U h l i g  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  I t  i s  a  c h r o n i c  i n t e r m i t t e n t  d i s e a s e  w i t h  p a t i e n t s  s u f f e r i n g  
f r o m  a  v a r i e t y  o f  s y m p t o m s  i n c l u d i n g ,  a b d o m i n a l  p a i n ,  d i a r r h o e a ,  m a l n u t r i t i o n ,  
a n d  a n a e m i a  ( C o b r i n  &  A b r e u ,  2 0 0 5 ) .  C D  i s  c h a r a c t e r i z e d  b y  t r a n s m u r a l ,  p a t c h y  
i n f l a m m a t i o n  o f  a n y  p a r t  o f  t h e  g a s t r o i n t e s t i n a l  t r a c t  b u t  i t  m o s t  c o m m o n l y  
i n v o l v e s  t h e  i l e u m  a n d  t h e  c o l o n .  U C  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  i s  c o n f i n e d  t o  t h e  l a r g e  
b o w e l  b e g i n n i n g  i n  t h e  r e c t u m  a n d  p r o g r e s s i n g  p r o x i m a l l y ,  m a i n l y  a f f e c t i n g  t h e  
s u p e r f i c i a l  l a y e r s  o f  t h e  b o w e l  ( P a p a d a k i s  &  T a r g a n ,  2 0 0 0 ) .  
T h e r e  a r e  t w o  m a i n  h y p o t h e s e s  a s  t o  t h e  c a u s e  o f  I B D :  T h e  f i r s t  i s  t h e  p r e s e n c e  
o f  a n  a b n o r m a l  m i c r o f l o r a  t h a t  p r o v o k e s  a  p a t h o l o g i c a l  r e s p o n s e  f r o m  a  n o r m a l  
m u c o s a l  i m m u n e  s y s t e m .  T h e  s e c o n d ,  m o r e  w i d e l y  a c c e p t e d  t h e o r y ,  i s  t h a t  o f  a  
d y s r e g u l a t e d  m u c o s a l  i m m u n e  r e s p o n s e  t o  n o r m a l  c o n s t i t u e n t s  o f  t h e  g u t  
m i c r o f l o r a  l e a d i n g  t o  s u s t a i n e d  i n f l a m m a t i o n  ( S t r o b e r  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  T h e  l a t t e r  
t h e o r y  h a s  b e e n  r e i n f o r c e d  b y  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  C r o h n ' s  d i s e a s e  r e l a t e d  
m u t a t i o n s  i n  t h e  n u c l e o t i d e  o l i g o m e r i z a t i o n  d o m a i n - 2  ( N O D 2 )  g e n e  ( S t o k k e r s  &  
H o m m e s ,  2 0 0 4 ) .  N O D  p r o t e i n s  a r e  a  d i s t i n c t  s u b s e t  o f  P R R s  e x p r e s s e d  b y  
e n t e r o c y t e s ,  m a c r o p h a g e ,  d e n d r i t i c  c e l l s  a n d  T  c e l l s ,  t h a t  a r e  i n v o l v e d  i n  t h e  
r e g u l a t i o n  o f  i n f l a m m a t i o n  a n d  a p o p t o s i s  ( I n o h a r a  &  N u n e z ,  2 0 0 3 ;  S t o k k e r s  &  
H o m m e s ,  2 0 0 4 ) .  M u r a m y l d i p e p t i d e  ( M D P ) ,  a  d e r i v a t i v e  o f  b a c t e r i a l  
p e p t i d o g l y c a n ,  i s  t h e  N O D 2  l i g a n d  a n d  b i n d i n g  i n d u c e s  N F K B  a c t i v a t i o n  a n d  t h e  
p r o d u c t i o n  o f  p r o - i n f l a m m a t o r y  m e d i a t o r s  ( v a n  B e e l e n  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  
P o l y r n o r p h i s m s  i n  N O D 2  c a n  l e a d  t o  h y p o - r e s p o n s i v e n e s s  o r  h y p e r -  
r e s p o n s i v e n e s s  t o  b a c t e r i a ;  i n  e i t h e r  c a s e ,  r e s u l t i n g  i n  s u s c e p t i b i l i t y  t o  c h r o n i c  
i n f l a m m a t i o n  ( C o b r i n  &  A b r e u ,  2 0 0 5 ) .  
1 . 9 . 3 . 1  T H E  I M M U N E  R E S P O N S E  I N  C D  
M u c o s a l  p e r m e a b i l i t y  r e f e r s  t o  t h e  d e g r e e  t o  w h i c h  t h e  m u c o s a l  e p i t h e l i u m  i s  
p e r m i s s i v e  t o  t h e  p a s s a g e  o f  l u m i n a l  s u b s t a n c e s .  I n  a n i m a l  m o d e l s ,  i t  i s  h a s  b e e n  
s h o w n  t h a t  d e f e c t s  i n  p e r m e a b i l i t y  o f  t h e  i n t e s t i n a l  e p i t h e l i u m  c a n  c a u s e  I B D  a n d  
i n d e e d  i t  h a s  b e e n  d o c u m e n t e d  t h a t  p a t i e n t s  w i t h  a c t i v e  C D  a l s o  h a v e  a n  
i n c r e a s e d  i n t e s t i n a l  p e r m e a b i l i t y  ( C o b r i n  &  A b r e u ,  2 0 0 5 ) .  I n n a t e  i m m u n e  c e l l s ,  
p a r t i c u l a r l y  D C  a n d  m a c r o p h a g e ,  a r e  s i g n i f i c a n t l y  i n v o l v e d  i n  b o t h  h o m e o s t a s i s  
i n  t h e  n o r m a l  g u t  a n d  i n  a  d y s r e g u l a t e d  i m m u n e  r e s p o n s e  d u r i n g  i n t e s t i n a l  
i n f l a m m a t i o n  ( W i r t z  &  N e u r a t h ,  2 0 0 7 ) .  A n  i n c r e a s e  i n  i n t e s t i n a l  p e r m e a b i l i t y  
w o u l d  a l l o w  t h e  p a s s a g e  o f  b a c t e r i a  w h i c h  c o u l d  l e a d  t o  i n f l a m m a t i o n  p o s s i b l y  
t h r o u g h  t h e  a c t i v a t i o n  o f  D C .  S t u d i e s  h a v e  i m p l i c a t e d  a  r o l e  f o r  D C  i n  d i s e a s e  
m a n i f e s t a t i o n :  T h e  t r a n s f e r  o f  C D ~ + C D ~ ~ R ~ ~ '  T  c e l l s  i n t o S C I D  m i c e  i n d u c e s  
c o l i t i s ,  a n d  r e s e a r c h e r s  h a v e  f o u n d  t h a t  t h e  t r a n s p l a n t e d  T  c e l l s  f o r m  a g g r e g a t e s  
w i t h  C D l  l c '  D C  i n  t h e  l a m i n a  p r o p r i a  w h e r e  t h e y  u n d e r g o  p r o l i f e r a t i o n  w h i c h  
l e a d s  t o  i n t e s t i n a l  p a t h o l o g y  ( B i l s b o r o u g h  &  V i n e y ,  2 0 0 4 ) .  
A  n u m b e r  o f  s t u d i e s  h a v e  p r o p o s e d  a  d e f e c t i v e  r e g u l a t o r y  r e s p o n s e  a s  a  p o s s i b l e  
m e c h a n i s m  i n  t h e  i n f l a m m a t o r y  p r o c e s s  o f  L B D :  
A d o p t i v e l y  t r a n s f e r r i n g  
C D 4 + C D 2 5 +  T r e g  c e l l s  r e v e r s e d  e s t a b l i s h e d  p a t h o l o g y  i n  a  m o d e l  o f  b a c t e r i a l -  
i n d u c e d  c o l i t i s  ( M a l o y  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) ,  a n d  M o t t e t  a n d  c o - w o r k e r s  ( 2 0 0 3 )  a l s o  
s h o w e d  t h a t  t r a n s f e r r i n g  C D 4 + C D 2 5 +  T  c e l l s  c u r e d  c o l i t i s  u s i n g  t h e  
C D ~ + C D ~ ~ R ~ ~ '  T  c e l l  t r a n s f e r  m o d e l  o f  I B D .  
A g a i n ,  c y t o k i n e s  a r e  t h e  m a i n  m e d i a t o r s  o f  t i s s u e  d e s t r u c t i o n  i n  I B D ,  a c t i n g  
l o c a l l y  t o  u p r e g u l a t e  a d h e s i o n  m o l e c u l e s  a n d  e n h a n c e  t h e  r e c r u i t m e n t  o f  e f f e c t o r  
c e l l s ,  i n c l u d i n g  n e u t r o p h i l s  a n d  p h a g o c y t e s ,  w h i c h  i n  t u r n  a m p l i f i e s  t h e  
i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e  a n d  l e a d s  t o  t i s s u e  d a m a g e  ( A r d i z z o n e  &  P o r r o ,  2 0 0 5 ) .  
C y t o k i n e s ,  c h e m o k i n e s ,  a n d  g r o w t h  f a c t o r s  s u c h  a s  T N F - a ,  I L - 1 ,  I L - 2 ,  I L - 6 ,  I L -  
1 0 ,  I L - 1 2 ,  I L - 1 8 ,  E N - y ,  M I P - 1 ,  M C P - 1 ,  a n d  T G F - P  w e r e  a l l  f o u n d  t o  b e  
u p r e g u l a t e d  a t  b o t h  t h e  m R N A  a n d  p r o t e i n  l e v e l  i n  C D  p a t i e n t s  ( A n d r e a k o s  e t  
a l . ,  2 0 0 4 ) .  L i k e  M S  a n d  R A ,  C D  w a s  p r e v i o u s l y  c o n s i d e r e d  a  T h l - t y p e  d i s e a s e ,  
b u t  r e c e n t  e v i d e n c e  s u g g e s t s  t h a t  I L - 2 3  a n d  I L - 1 7  p l a y  a  c e n t r a l  r o l e  i n  d i s e a s e  
p a t h o l o g y  ( Y e n  e t  a l . ,  2 0 0 6 ;  C a r u s o  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) .  I L - 1 7  e x p r e s s i o n  i s  n o t  
d e t e c t a b l e  i n  t h e  n o r m a l  c o l o n  o f  h u m a n s ,  b u t  i s  r e a d i l y  d e t e c t a b l e  i n  t h e  c o l o n  o f  
C D  p a t i e n t s  ( M i z o g u c h i  &  M i z o g u c h ,  2 0 0 8 ) .  A n d  b l o c k a d e  o f  I L - 2 3  a t t e n u a t e d  
i n t e s t i n a l  i n f l a m m a t i o n ,  w h i c h  w a s  a c c o m p a n i e d  b y  d e c r e a s e d  p r o d u c t i o n  o f  
m a n y  p r o i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s ,  i n c l u d i n g  T N F - a ,  I F N - y ,  I L - 6  a n d  I L - 1 P ,  
s e v e r a l  o f  w h i c h  h a v e  b e e n  i m p l i c a t e d  i n  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  I B D  ( S h e i b a n i e  e t  
a l . ,  2 0 0 7 ) .  H o w e v e r ,  i n  a  D S S  m o d e l  o f  c o l i t i s ,  t r e a t m e n t  w i t h  a n t i - I L - 1 7  
m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  i n c r e a s e d  t h e  m u c o s a l  e x p r e s s i o n  o f  T N F - a ,  I F N - y ,  I L - 6 ,  
a n d  a c t u a l l y  e n h a n c e d  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  D S S - c o l i t i s  i n  m i c e ,  s u g g e s t i n g  a n  
i n h i b i t o r y  r o l e  f o r  I L - 1 7  i n  t h i s  d i s e a s e  m o d e l  ( O g a w a  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  
F u r t h e r m o r e ,  F u s s  a n d  c o l l e a g u e s  ( 2 0 0 6 )  f o u n d  b o t h  I L - 2 3  a n d  I L - 1 2 p 7 0  w e r e  
u p r e g u l a t e d  i n  a c t i v e  C D  s u f f e r e r s ,  a s  w e l l  a s  t h e  d o w n s t r e a m  e f f e c t o r  c y t o k i n e s ,  
I L - 1 7  a n d  I F N - y .  I t  i s ,  t h e r e f o r e ,  p r o b a b l y  a n  o v e r - s i m p l i f i c a t i o n  t o  c o n s i d e r  t h e  
I L - 2 3 / I L -  1 7  a n d  I L -  1 2 I I F N - y  p a t h w a y s  a s  i n d e p e n d e n t  a n d  m u t u a l l y  e x c l u s i v e  i n  
s u c h  a  c o m p l e x  d i s e a s e  s e t t i n g  a s  C D  ( S h e i b a n i e  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  O w i n g  t o  t h e  
i m p a c t  o f  g e n e t i c  v a r i a b i l i t y  a n d  e n v i r o n m e n t a l  i n f l u e n c e ,  p a t i e n t s  e x p e r i e n c e  
a l t e r e d  g u t  i m m u n i t y ,  r e s u l t i n g  f r o m  a  v a r i e t y  o f  a b e r r a n t  i n n a t e  a n d / o r  a d a p t i v e  
i m m u n e  r e s p o n s e s ,  l e a d i n g  t o  t h e  c l i n i c a l  h e t e r o g e n e i t y  s e e n  a m o n g s t  C D  
s u f f e r e r s .  
1 . 9 . 3 . 2  D S S  M O D E L  O F  C O L I T I S  
F e e d i n g  d e x t r a n  s o d i u m  s u l p h a t e  ( D S S )  p o l y m e r s  i n  t h e  d r i n k i n g  w a t e r  o f  m i c e  
c a u s e s  a  r e p r o d u c i b l e  a c u t e  c o l i t i s .  S y m p t o m s  i n c l u d e  w e i g h t  l o s s ,  s h o r t e n i n g  o f  
t h e  c o l o n ,  n e u t r o p h i l  i n f i l t r a t i o n  a n d  e p i t h e l i a l  c h a n g e s  i n c l u d i n g  f i b r o s i s  a n d  
u l c e r a t i o n .  T h e  i n i t i a l  a c u t e  p h a s e  o f  i n f l a m m a t i o n  i s  f o l l o w e d  b y  a  s l o w  
r e g e n e r a t i o n  o f  t h e  c o l o n i c  e p i t h e l i u m  a n d  a  c o n c u r r e n t  c h r o n i c  i n f l a m m a t o r y  
p r o c e s s  a s s o c i a t e d  w i t h  h i g h  m u c o s a l  l e v e l s  o f  I F N - ) I  a n d  I L - 4  ( E l s o n  e t  a l . ,  
2 0 0 5 ;  W i r t z  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  I t  i s  t h o u g h t  t h a t  D S S  i s  d i r e c t l y  t o x i c  t o  g u t  e p i t h e l i a l  
c e l l s  w h i c h  l e a d s  t o  a  d i s r u p t e d  e p i t h e l i a l  b a r r i e r  t h e r e b y  i n c r e a s i n g  t h e  h o s t s  
e x p o s u r e  t o  n o r m a l  i n t e s t i n a l  f l o r a  ( M e l g a r  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  
1 . 9 . 3 . 3  T R E A T M E N T  O F  C D  
C o n v e n t i o n a l  t h e r a p y  f o r  I B D  r e l i e s  o n  c o r t i c o s t e r o i d s  c o m b i n e d  w i t h  
i m m u n o s u p p r e s s i v e  a g e n t s  f o r  m a i n t e n a n c e .  T h e s e  d r u g s  a r e  n o t  a l w a y s  
e f f e c t i v e  a n d  c a n  i n f l i c t  s e r i o u s  s i d e  e f f e c t s  ( S t o k k e r s  &  H o m m e s ,  2 0 0 4 ) .  
O t h e r  a g e n t s  b e i n g  i n v e s t i g a t e d  f o r  t h e  t r e a t m e n t  o f  C r o h n ' s  d i s e a s e  i n c l u d e  
i n h i b i t o r s  o f  T - c e l l  a c t i v a t i o n ,  p e r o x i s o m e  p r o l i f e r a t o r - a c t i v a t e d  r e c e p t o r s ,  
p r o i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e  r e c e p t o r s  a n d  T h l  p o l a r i s a t i o n  f a c t o r s  ( A r d i z z o n e  &  
P o r r o ,  2 0 0 5 ) .  S o m e  e x a m p l e s  a r e  l i s t e d  b e l o w :  
I n f l i x i m a b ,  a  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  a g a i n s t  t h e  p r o - i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e  
T N F - a  h a s  b e e n  s u c c e s s f u l l y  a p p l i e d  a s  a  t r e a t m e n t  f o r  C r o h n ' s  d i s e a s e  
( W o n g  e t  a l . ,  2 0 0 8 )  
A  h u m a n i s e d  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  t o  C D 4 0 L ,  t o r a l i z u m a b ,  e n t e r e d  a  
p h a s e  I 1  c l i n i c a l  t r i a l  f o r  C D  b u t  t h e  t r i a l  w a s  h a l t e d  d u e  t o  h a z a r d o u s  
s i d e - e f f e c t s  ( A r d i z z o n e  &  P o r r o ,  2 0 0 5 ) .  
L a c t o c o c c u s  l a c t i s  h a s  b e e n  u s e d  f o r  t h o u s a n d s  o f  y e a r s  i n  t h e  
f e r m e n t a t i o n  o f  m i l k  p r o d u c t s  a n d  h a s  b e e n  e n g i n e e r e d  t o  s e c r e t e  s o l u b l e ,  
f u l l y  a c t i v e  c y t o k i n e s .  T h e  t r e a t m e n t  o f  c o l i t o g e n i c  m i c e  w i t h  L - 1 0 -  
p r o d u c i n g  L .  l a c t i s  w a s  s h o w n  t o  p r e v e n t  d i s e a s e  p a t h o l o g y  ( S t e i d l e r ,  
2 0 0 2 )  
D e  V r y  a n d  c o - w o r k e r s  ( 2 0 0 7 )  i n v e s t i g a t e d  t h e  t h e r a p e u t i c  p o t e n t i a l  o f  a  
l o c a l l y  a d m i n i s t e r e d ,  n o n - v i r a l  N F K B  d e c o y  ( N F K B D )  i n  a n  e x p e r i m e n t a l  
m o d e l  o f  I B D  a n d  s a w  a  d o s e - d e p e n d e n t  r e d u c t i o n  i n  d i s e a s e  s e v e r i t y .  
W h i l e  t r a d i t i o n a l  m e d i c a l  t r e a t m e n t  h a s  f o c u s e d  o n  n o n - s p e c i f i c  s u p p r e s s i o n  o f  
t h e  i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e ,  a n  i m p r o v e d  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  i m m u n e  d e f e c t s  i n  
I B D  w i l l  i m p r o v e  t h e  s p e c t r u m  o f  t h e r a p e u t i c  a g e n t s  a v a i l a b l e  a n d  p e r m i t  
i n d i v i d u a l i z e d  t h e r a p y .  G i v e n  t h e  v a s t  i n c r e a s e  i n  p r e v a l e n c e  o f  m a n y  
a u t o i m m u n e / i n f l a m m a t o r y  c o n d i t i o n s  ( e . g .  M S ,  C D ,  a n d  R A )  a n d  t h e  s e v e r e  s i d e  
e f f e c t s  o b s e r v e d  w i t h  c o n v e n t i o n a l  t r e a t m e n t s ,  t h e  s e a r c h  f o r  a d e q u a t e  n o n -  
p h a r m a c e u t i c a l  t r e a t m e n t s  a n d  p r e v e n t a t i v e  i n t e r v e n t i o n ~  h a s  l e a d  t o  h u g e  
a d v a n c e s  i n  n u t r i e n t - b a s e d  r e s e a r c h  ( R o c h e ,  2 0 0 4 ) .  O n e  o f  t h o s e  b e i n g  e x p l o r e d  
i s  p o l y u n s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d s .  
1 . 1 0  P O L Y U N S A T U R A T E D  F A T T Y  A C I D S  ( P U F A )  
1 . 1 0 . 1  S T R U C T U R E  A N D  C L A S S I F I C A T I O N  
F a t t y  a c i d s  a r e  t h e  m a i n  c o m p o n e n t s  o f  d i e t a r y  l i p i d s .  T h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  
o f  d o u b l e  b o n d s  d e n o t e s  w h e t h e r  a  f a t t y  a c i d  i s  u n s a t u r a t e d  o r  s a t u r a t e d ,  
r e s p e c t i v e l y .  P o l y u n s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d s  c o n t a i n  m o r e  t h a n  o n e  d o u b l e  b o n d  a n d  
a r e  g e n e r a l l y  n a m e d  b a s e d  o n  t h e  n u m b e r  o f  c a r b o n  a t o m s  i n  t h e i r  c h a i n ,  t h e  
n u m b e r  o f  d o u b l e  b o n d s  p r e s e n t ,  a n d  t h e  p o s i t i o n  o f  t h e  f i r s t  d o u b l e  b o n d  f r o m  
t h e  m e t h y l -  ( a )  t e r m i n u s  o f  t h e  m o l e c u l e .  I n  a n  n - 6  P U F A  t h e  f i r s t  d o u b l e  b o n d  
i s  l o c a t e d  o n  c a r b o n  n u m b e r  6 ,  w h e r e a s  i t  i s  f o u n d  o n  c a r b o n  n u m b e r  3  i n  a n  n - 3  
P U F A .  M a m m a l s  c a n n o t  s y n t h e s i z e  l i n o l e i c  ( n - 6 )  o r  l i n o l e n i c  ( n - 3 )  a c i d s ,  s o  
t h e y  a r e  e s s e n t i a l  i n  t h e  d i e t ,  n o r  c a n  t h e y  i n t e r c o n v e r t  n - 6  a n d  n - 3  f a t t y  a c i d s .  
D e s a t u r a s e  a n d  e l o n g a s e  e n z y m e s  g e n e r a t e  f a m i l i e s  o f  n - 3  a n d  n - 6  P U F A s  b y  
e x t e n d i n g  d i e t a r y  P U F A s  a n d  i n s e r t i n g  d o u b l e  b o n d s  ( W a n  e t  a l . ,  1 9 8 9 ) .  T h e  n - 3  
f a t t y  a c i d s ,  E P A  o r  e i c o s a p e n t a e n o i c  a c i d  ( 2 0 : 5 )  a n d  D H A  o r  d o c o s a h e x a e n o i c  
a c i d  ( 2 2 : 6 )  c a n  b e  o b t a i n e d  f r o m  h i g h - f a t  f i s h  a n d  m a r i n e  m a m m a l s ,  a n d  a -  
l i n o l e n i c  a c i d  ( A L A  [ 1 8 : 3 n - 3 1 )  i s  c o n t a i n e d  i n  c e r t a i n  n u t s  a n d  p l a n t s  ( S a m p a t h  
&  N t a m b i ,  2 0 0 5 ) .  C o n j u g a t e d  l i n o l e i c  a c i d ,  ( C L A )  r e f e r s  t o  a  g r o u p  o f  n - 6  
P U F A s  t h a t  e x i s t  a s  p o s i t i o n a l  a n d  s t e r e o - i s o m e r s  o f  c o n j u g a t e d  d i e n o i c  
o c t a d e c a d i e n o a t e  ( 1 8 : 2 ) .  T h e  c 9 , t l l - C L A  i s o m e r  ( a l s o  c a l l e d  " r u m e n i c  a c i d )  i s  
t h e  p r e d o m i n a n t  g e o m e t r i c  i s o m e r  f o u n d  i n  f o o d s  d e r i v e d  f r o m  r u m i n a n t s ,  s u c h  
a s  m e a t  a n d  d a i r y  p r o d u c t s  ( B e l u r y ,  2 0 0 2 ) .  C e l l - s p e c i f i c  m e t a b o l i s m  a s  w e l l  a s  
t h e  e x p r e s s i o n  o f  f a t t y  a c i d - r e g u l a t e d  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  ( e . g .  P P A R s )  a r e  l i k e l y  
t o  p l a y  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  d e t e r m i n i n g  h o w  c e l l s  r e s p o n d  t o  c h a n g e s  i n  P U F A  
c o m p o s i t i o n  ( J u m p ,  2 0 0 2 ) .  
1 . 1 0 . 2  G E N E R A L  E F F E C T S  O F  P U F A  I N  D I E T  
I n g e s t i o n  o f  n - 3  a n d  n - 6  P U F A s  r e s u l t s  i n  t h e i r  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  v i r t u a l l y  e v e r y  
c e l l  i n  t h e  b o d y ,  ( e . g . ,  e r y t h r o c y t e s ,  p l a t e l e t s ,  e n d o t h e l i a l  c e l l s ,  m o n o c y t e s ,  
l y m p h o c y t e s ,  g r a n u l o c y t e s )  ( S i m o p o u l o s ,  2 0 0 2 ;  K e w  e t  a l . ,  2 0 0 4 ;  Z e y d a  &  
S t u l n i g ,  2 0 0 6 )  a n d  n u t r i t i o n a l  s t u d i e s  s h o w  P U F A s  c o n f e r  v a r i o u s  h e a l t h  
b e n e f i t s ,  i n c l u d i n g  p r o t e c t i o n  a g a i n s t  t h e  o n s e t  o f  d i a b e t e s  ( S u r e s h  &  D a s ,  2 0 0 3 ;  
D a s ,  2 0 0 5 ) ,  e f f i c a c i o u s  i m m u n e  r e s p o n s e  m o d i f i c a t i o n s  ( H w a n g ,  2 0 0 0 ;  
B h a t t a c h a r y a  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) ,  d e c r e a s e d  i n c i d e n c e  o f  c o r o n a r y  h e a r t  d i s e a s e  
( S i m o p o u l o s ,  1 9 9 9 ;  H a m e r  &  S t e p t o e ,  2 0 0 6 ) ,  a n d  t h e r a p e u t i c  p o t e n t i a l  i n  c e r t a i n  
c a n c e r s  ( S o n g  e t  a l . ,  2 0 0 6 ;  H w a n g  e t  a l . ,  2 0 0 7 ;  S c h l e y  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  
O m e g a - 3  a n d  - 6  f a t t y  a c i d s  h a v e  l o n g  b e e n  r e c o g n i z e d  a s  h a v i n g  a n t i -  
i n f l a m m a t o r y  a c t i v i t y ,  a n d  t h e i r  u s e  i n  i n f l a m m a t o r y  d i s e a s e s ,  s u c h  a s  
r h e u m a t o i d  a r t h r i t i s  a n d  C r o h n ' s  d i s e a s e ,  i s  e x p a n d i n g  ( G i u g l i a n o  &  E s p o s i t o ,  
2 0 0 6 ) .  M a n y  n u t r i t i o n a l  i n t e r v e n t i o n  s t u d i e s  h a v e  c o n c e n t r a t e d  o n  e v a l u a t i n g  t h e  
i m m u n o s u p p r e s s i v e  a n d  a n t i - i n f l a m m a t o r y  p r o p e r t i e s  o f  s p e c i f i c  P U F A  b u t  t h e i r  
e x a c t  m e c h a n i s m  o f  a c t i o n  i s  y e t  t o  b e  f u l l y  u n d e r s t o o d .  F o r  r e v i e w s  s e e  F r i t s c h e  
( 2 0 0 6 )  a n d  S h a i k h  &  E d i d i n  ( 2 0 0 6 ) .  T h e r e  a p p e a r  t o  b e  f o u r  b r o a d  t a r g e t s  f o r  
t h e  a n t i - i n f l a m m a t o r y  e f f e c t s  o f  P U F A ,  n o n e  o f  w h i c h  a r e  m u t u a l l y  e x c l u s i v e  
( s e e  F i g u r e  1 . 5  f o r  a  d i a g r a m m a t i c  c h a r t  o f  t h e  p r o p o s e d  i m m u n o m o d u l a t o r y  
e f f e c t s  o f  P U F A ) ,  t h e s e  a r e ;  m o d i f i e d  e i c o s a n o i d  p r o d u c t i o n ,  c h a n g e s  i n  c y t o k i n e  
b i o s y n t h e s i s ,  a l t e r e d  m e m b r a n e  c o m p o s i t i o n  a n d  f u n c t i o n ,  a n d  m o d i f i c a t i o n s  i n  
g e n e  e x p r e s s i o n ,  w h i c h  w i l l  b e  d i s c u s s e d  i n  d e t a i l :  
P U F A s  
s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  g e n e  e x p r e s s i o n  
F I G U R E  1 . 5  [ T a k e n f r o m  S t u l n i g  ( 2 0 0 3 ) ]  
P o s s i b l e  p r o p o s e d  m e c h a n i s m s  o f  i m m u n e  c e l l  m o d i f i c a t i o n s  b y  P U F A .  R e s e a r c h  
s u g g e s t s  t h a t  t h e r e  a r e  f o u r  b r o a d  t a r g e t s  f o r  t h e  a n t i - i n j l a m m a t o r y  e f f e c t s  o f  P U F A ,  
n o n e  o f  w h i c h  a r e  m u t u a l l y  e x c l u s i v e ,  t h e s e  a r e ;  m o d i f i e d  p r o d u c t i o n  o f  l i p i d  
m e s s e n g e r s ,  c h a n g e s  i n  c y t o k i n e  b i o s y n t h e s i s  ( v i a  c h a n g e s  i n  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n ,  
g e n e  e x p r e s s i o n  e t c . ) ,  a l t e r e d  m e m b r a n e  c o m p o s i t i o n  a n d  f u n c t i o n ,  a n d  m o d i f i c a t i o n s  
i n  g e n e  e x p r e s s i o n .  T h e  d i a g r a m  a b o v e  d e m o n s t r a t e s  h o w  i n t e r - l i n k e d  a l l  o f  t h e s e  
m e c h a n i s m s  a r e ,  a n d  h o w  e a c h  P U F A - i n d u c e d  m o d i J i c a t i o n  u l t i m a t e l y  l e a d s  t o  
a l t e r e d  i m m u n e  c e l l  j i m c t i o n .  
1 . 1 0 . 3  E I C O S A N O I D S  
C h a n g e s  i n  e i c o s a n o i d  p r o d u c t i o n  t h r o u g h  d i e t a r y  i n t e r v e n t i o n  i s  r e l a t i v e l y  w e l l  
u n d e r s t o o d  [ r e v i e w e d  b y  C a l d e r  ( 2 0 0 6 ) l .  D u r i n g  i n f l a m m a t i o n ,  a r a c h i d o n i c  a c i d  
( A A  [ 2 0 : 4 n - 6 1 )  i s  r e l e a s e d  f r o m  t h e  m e m b r a n e  p h o s p h o l i p i d s  o f  i m m u n e  c e l l s  
a n d  m e t a b o l i s e d  t o  p r o d u c e  e i c o s a n o i d s ,  w h i c h  h a v e  d i v e r s e  i n f l a m m a t o r y  
p r o p e r t i e s ,  i n c l u d i n g  n e u t r o p h i l  c h e m o t a x i s ,  i n c r e a s e d  v a s c u l a r  p e r m e a b i l i t y ,  a n d  
v a s o d i l a t i o n .  T h e  c y c l o o x y g e n a s e  p a t h w a y  g i v e s  r i s e  t o  p r o s t a g l a n d i n s  ( P G )  a n d  
t h r o m b o x a n e s  ( T X B ) ,  a n d  t h e  l i p o x y g e n a s e  p a t h w a y  ( L O X )  p r o d u c e s  
l e u k o t r i e n e s  ( L T B )  ( L u s t e r  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  I n c r e a s e d  p r o p o r t i o n s  o f  d i e t a r y  P U F A  
i n  c e l l  m e m b r a n e s  i s  p a r t l y  a t  t h e  e x p e n s e  o f  a r a c h i d o n i c  a c i d  r e s u l t i n g  i n  
d e c r e a s e d  p r o d u c t i o n  o f  d o w n s t r e a m  e i c o s a n o i d  p r o d u c t s  ( M a n t z i o r i s  e t  a l . ,  
2 0 0 0 ;  A l b e r s  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  E P A  c a n  a l s o  a c t  a s  s u b s t r a t e s  f o r  C O X  a n d  L O X  
e n z y m e s  g i v i n g  r i s e  t o  a  l e s s  p o t e n t  f a m i l y  o f  e i c o s a n o i d s ;  i . e . ,  m e d i a t o r s  f o r m e d  
f r o m  E P A  a r e  l e s s  i n f l a m m a t o r y  t h a n  t h o s e  p r o d u c e d  f r o m  A A  ( B e l u r y ,  2 0 0 2 ;  
C a l d e r ,  2 0 0 6 ) .  S e r h a n  ( 2 0 0 7 )  r e c e n t l y  d e s c r i b e d  a  n o v e l  g r o u p  o f  a n t i -  
i n f l a m m a t o r y  a n d  p r o - r e s o l v i n g  m e d i a t o r s  t e r m e d  r e s o l v i n s ,  l i p o x i n s ,  a n d  
p r o t e c t i n s  f o r m e d  f r o m  E P A  a n d  D H A .  S n e d d o n  a n d  c o - w o r k e r s  ( 2 0 0 6 )  f o u n d  
t h a t  C L A  i n h i b i t e d  t h e  b i n d i n g  o f  m o n o c y t e s  t o  e n d o t h e l i a l  c e l l s  b y  s u p p r e s s i n g  
t h e  p r o d u c t i o n  o f  p l a t e l e t - a c t i v a t i n g  f a c t o r  ( P A F )  f o r m e d  f r o m  A A  m e t a b o l i s m .  
1 . 1 0 . 4  G E N E  E X P R E S S I O N  
F a t t y  a c i d - m e d i a t e d  a l t e r a t i o n s  i n  n u c l e a r  r e c e p t o r  a c t i v a t i o n  a n d  g e n e  
e x p r e s s i o n  i s  r e v i e w e d  b y  K h a n  &  H e u v e l ( 2 0 0 3 ) .  
1 . 1 0 . 4 . 1  P U F A  A N D  P P A R S  
F a t t y  a c i d s  c a n  a f f e c t  g e n e  e x p r e s s i o n  t h r o u g h  b i n d i n g  a n d  a c t i v a t i n g  a  f a m i l y  o f  
n u c l e a r  r e c e p t o r s  k n o w n  a s  p e r o x i s o m a l  p r o l i f e r a t o r - a c t i v a t e d  r e c e p t o r s  
( S a m p a t h  &  N t a m b i ,  2 0 0 5 )  [ s e e  s e c t i o n  1 . 8 1 .  S t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  P P A R  
l i g a t i o n  s u p p r e s s e s  t h e  p r o d u c t i o n  o f  p r o i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s  a n d  c a n  a f f e c t  
c e l l u l a r  d i f f e r e n t i a t i o n  a n d  f u n c t i o n a l  p r o p e r t i e s  ( C l a r k  e t  u l . ,  2 0 0 0 ;  S z a t m a r i  e t  
a l . ,  2 0 0 4 ) .  H o w e v e r  t h e r e  i s  c o n f l i c t i n g  d a t a  a s  t o  w h e t h e r  i m m u n e  m o d u l a t i o n  
b y  P U F A  i s  m e d i a t e d  t h r o u g h  P P A R .  B a s s a g a n y a - R i e r a  a n d  c o l l e a g u e s  ( 2 0 0 4 )  
f o u n d  t h a t  C L A  i n c r e a s e d  P P A R y  e x p r e s s i o n  a n d  d e c r e a s e d  t i s s u e  d a m a g e  
( t h r o u g h  a n  N F K B - d e p e n d e n t  m e c h a n i s m )  i n  a  p i g  m o d e l  o f  c o l i t i s .  T h i s  w a s  
a l s o  s e e n  i n  a  s t u d y  b y  H o n t e c i l l a s  a n d  c o - w o r k e r s  ( 2 0 0 2 )  w h e r e  f e e d i n g  p i g s  
C L A  b e f o r e  p e r t u r b a t i o n  o f  t h e i r  g a s t r o i n t e s t i n a l  s y s t e m  w i t h  e n t e r i c  b a c t e r i a  
m a r k e d l y  u p r e g u l a t e d  P P A R y  r e s u l t i n g  i n  d e c r e a s e d  m u c o s a l  i n f l a m m a t i o n .  I n  a  
m o r e  r e c e n t  p a p e r  B a s s a g a n y a - R i e r a  a n d  H o n t e c i l l a s  ( 2 0 0 6 )  f o u n d  t h a t  C L A -  
s u p p l e m e n t a t i o n  d e l a y e d  t h e  o n s e t  o f  c o l i t i s ,  w h e r e a s  n - 3  P U F A  f a i l e d  t o  p r o t e c t  
f r o m  L B D  b u t  d i d  a u g m e n t  d i s e a s e  r e s o l u t i o n .  I t  i s  t h o u g h t  t h a t  t h e  n - 3  P U F A  
a c c e l e r a t e d  c o l o n i c  r e g e n e r a t i o n  a n d  c l i n i c a l  r e m i s s i o n  b y  a c t i v a t i n g  P P A R F .  L i  
a n d  a s s o c i a t e s  ( 2 0 0 5 ) ,  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  d e m o n s t r a t e d  t h a t  b o t h  E P A  a n d  D H A  
a c t i v a t e  P P A R y  i n  H K - 2  c e l l s .  T h e y  u s e d  t h e  h i g h - a f f i n i t y  a n t a g o n i s t ,  B A D G E ,  
w h i c h  a b o l i s h e d  P P A R y  a c t i v a t i o n  b y  t h e  n - 3  P U F A s  a n d  a t t e n u a t e d  t h e i r  
i n h i b i t o r y  a c t i o n  o n  L P S - i n d u c e d  N F K B  a c t i v a t i o n ,  p o i n t i n g  t o w a r d s  a  P P A R -  
d e p e n d e n t  m e c h a n i s m  f o r  t h e  i m m u n o m o d u l a t o r y  a c t i o n  i n  H K - 2  c e l l s .  I t  i s  
i m p o r t a n t  t o  n o t e  h o w e v e r ,  t h a t  t h e  r e s e a r c h e r s  c o u l d  n o t  e x c l u d e  t h e  p o s s i b i l i t y  
t h a t  P U F A  m e t a b o l i t e s  w e r e  a c t i n g  a s  P P A R  l i g a n d s  a n d  m e d i a t i n g  t h e  r e c o r d e d  
a n t i - i n f l a m m a t o r y  e f f e c t s .  R e p o r t s  b y  Z h a n g  a n d  F r i t s c h e  ( 2 0 0 4 )  a n d  Z e y d a  a n d  
c o - w o r k e r s  ( 2 0 0 5 )  f o u n d  t h a t  P P A R y  a n t a g o n i s t s  w e r e  u n a b l e  t o  r e v e r s e  t h e  
i n h i b i t o r y  a c t i o n s  o f  P U F A s ,  s u g g e s t i n g  a  P P A R - i n d e p e n d e n t  m e c h a n i s m  f o r  
t h e i r  i m m u n o m o d u l a t o r y  e f f e c t s .  T h e r e f o r e ,  e v i d e n c e  t o  d a t e  i s  i n c o n c l u s i v e ,  
a n d  m o r e  r e s e a r c h  i s  r e q u i r e d  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  P P A R  a r e  i n v o l v e d  i n  
P U F A - g e n e r a t e d  i m m u n o l o g i c a l  m o d i f i c a t i o n s .  
1 . 1 0 . 4 . 2  P U F A  A N D  N F K B  
T h e r e  i s  e v i d e n c e  t o  s u g g e s t  t h a t  b o t h  t h e  n - 3  a n d  n - 6  P U F A s  m a y  e x e r t  t h e i r  
r e g u l a t o r y  e f f e c t s  t h r o u g h  a l t e r a t i o n s  i n  N F l c B  a c t i v a t i o n :  
A n  i n  v i v o  s t u d y  b y  B a s s a g a n y a - R i e r a  a n d  c o l l e a g u e s  ( 2 0 0 4 )  f o u n d  t h a t  D S S  
c h a l l e n g e  i n c r e a s e d  N F K B p 6 5  a c t i v a t i o n  i n  c o n t r o l  m i c e ,  w h e r e a s  N F d p 6 5  
a c t i v a t i o n  r e s e m b l e d  n o n - D S S  c h a l l e n g e d  m i c e  i n  a n i m a l s  f e d  a  C L A -  
s u p p l e m e n t e d  d i e t .  R e s e a r c h e r s  h a v e  r e p o r t e d  s i m i l a r  f i n d i n g s  w h e n  u s i n g  n - 3  
P U F A .  E P A  w a s  a b l e  t o  i m p e d e  T N F - a - i n d u c e d  N F K B  a c t i v a t i o n  i n  p a n c r e a t i c  
c e l l s ,  a n d  s i m i l a r  t o  t h e  f i n d i n g s  w i t h  C L A ,  i t  w a s  p r o p o s e d  t h a t  t h i s  e f f e c t  
i n v o l v e d  a  d e c r e a s e  i n  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  t h e  i n h i b i t o r y  s u b u n i t  o f  I K B .  W e l d o n  
a n d  c o l l e a g u e s  ( 2 0 0 7 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  E P A  a n d  D H A  d o w n - r e g u l a t e  n u c l e a r  
N F K B ~ ~ ~  l e v e l s ,  a n d  i n c r e a s e  c y t o s o l i c  I K B a  l e v e l s  i n  T H P - 1  m a c r o p h a g e .  
H o w e v e r ,  c o n f l i c t i n g  d a t a  w a s  r e c o r d e d  i n  a  s t u d y  b y  Z e y d a  e t  a l . ,  ( 2 0 0 5 ) ,  w h o  
t r e a t e d  h u m a n  m o n o c y t e - d e r i v e d  D C  w i t h  A A  a n d  E P A .  T h e y  f o u n d  t h a t  I K B  
d e g r a d a t i o n  a n d  N F K B  a c t i v a t i o n  w e r e  n o t  a f f e c t e d  b y  e i t h e r  P U F A  e v e n  t h o u g h  
t h e  m e m b r a n e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  c e l l s  w e r e  m a r k e d l y  a l t e r e d ,  a n d  t h e  
m a t u r a t i o n  p r o c e s s  o f  P U F A - t r e a t e d  D C  w a s  i m p a i r e d  ( D C  d i d  n o t  u p r e g u l a t e  
C D 4 0  o r  C D 8 0 ,  o r  i n c r e a s e  L - 1 2  a n d  T N F - a  p r o d u c t i o n ) .  L P S  s t i m u l a t i o n  
i n c r e a s e d  N F K B  a c t i v i t y  a p p r o x i m a t e l y  t w o - f o l d  i n d e p e n d e n t  o f  f a t t y  a c i d  
t r e a t m e n t ,  s u g g e s t i n g  t h a t  P U F A  c a n  m o d i f y  i m m u n e  c e l l  r e s p o n s e s  w i t h o u t  
i n t e r f e r i n g  w i t h  N F K B  a c t i v a t i o n .  
1 . 1 0 . 5  C Y T O K I N E  S Y N T H E S I S  A N D  C E L L  P R O L I F E R A T I O N  
T h e r e  i s  c o n t r a s t i n g  e v i d e n c e  s u r r o u n d i n g  t h e  e f f e c t s  o f  f a t t y  a c i d s  o n  c e l l  
p r o l i f e r a t i o n  a n d  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n .  M a n y  s t u d i e s  h a v e  r e p o r t e d  a  P U F A -  
i n d u c e d  d e c r e a s e  i n  l y m p h o c y t e  p r o l i f e r a t i o n  ( P o m p o s  &  F r i t s c h e ,  2 0 0 2 ;  T r i c o n  
e t  a l . ,  2 0 0 4 ;  L y  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  Z h a n g  a n d  c o - w o r k e r s  ( 2 0 0 6 a )  f o u n d  t h a t  a  d i e t  
r i c h  i n  n - 3  P U F A  d i d  n o t  a l t e r  t h e  a b i l i t y  f o r  c e l l s  t o  d i f f e r e n t i a t e  i n t o  a  T h l  
p h e n o t y p e ,  b u t  h a l v e d  t h e  n u m b e r  o f  c e l l s  p r o l i f e r a t i n g  i n  r e s p o n s e  t o  L - 2 .  A  
p r e v i o u s  p a p e r  b y  t h e  s a m e  r e s e a r c h  g r o u p  ( Z h a n g  e t  a l . ,  2 0 0 5 )  r e p o r t e d  t h a t  f i s h  
o i l  s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  t h e  p e r c e n t a g e  o f  T h 2 - p o l a r i s e d  c e l l s  a n d  s u p p r e s s e d  
T h l - c e l l  e x p a n s i o n .  T r i c o n  e t  a l . ,  ( 2 0 0 4 )  f o u n d  t h a t  C L A  d e c r e a s e d  r n i t o g e n -  
i n d u c e d  c e l l  a c t i v a t i o n  i n  a  d o s e - d e p e n d e n t  m a n n e r  i n  h u m a n  T  l y m p h o c y t e s .  I n  
c o m p l e t e  o p p o s i t i o n  t o  t h e s e  r e p o r t s ,  a  r e c e n t  h u m a n  t r i a l  d e t e c t e d  e n h a n c e d  
l y m p h o c y t e  p r o l i f e r a t i o n  i n  r e s p o n s e  t o  n - 3  P U F A  s u p p l e m e n t a t i o n  a n d  
i n c r e a s e d  p h a g o c y t i c  c a p a c i t y  i n  m a c r o p h a g e  a n d  n e u t r o p h i l s  ( G o r j a o  e t  a l . ,  
2 0 0 6 ) .  T h e  s a m e  s t u d y  s a w  a n  u p r e g u l a t i o n  o f  t h e  p r o i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s  
T N F - a  a n d  I F N - y ,  a s  d i d  V a i s m a n  a n d  c o l l e a g u e s  ( 2 0 0 5 )  w h o  g a v e  n - 3  P U F A  
s u p p l e m e n t s  t o  c h i l d r e n  f o r  1 2  w e e k s  a n d  a s s a y e d  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  i n  L P S -  
s t i m u l a t e d  P B M C s .  T h e  l e v e l s  o f  t h e  p r o - i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s  I L -  1  P ,  T N F - a  
a n d  I L - 6  w e r e  a l l  h i g h e r  i n  L P S - s t i m u l a t e d  c u l t u r e s  f r o m  t h e  n - 3  s u p p l e m e n t e d  
s u b j e c t s .  T h e r e  a p p e a r s  t o  b e  a  l a r g e r  b o d y  o f  e v i d e n c e  s u p p o r t i n g  a  P U F A -  
i n d u c e d  d e c r e a s e  i n  p r o i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n ;  s t u d i e s  b y  ( F r i t s c h e  e t  
a l . ,  1 9 9 9 ;  F r i t s c h e  e t  a l . ,  2 0 0 0 ;  W e a t h e r i l l  e t  a l . ,  2 0 0 5 ;  Z e y d a  e t  a l . ,  2 0 0 5 ;  
B h a t t a c h a r y a  e t  a l . ,  2 0 0 7 )  c o l l e c t i v e l y  s a w  r e d u c t i o n s  i n  I L - 1 2 ,  I F N - y ,  T N F - a ,  
I L - 2 ,  I L - 6 ,  a n d  I L - 1 P .  
M o l l e r  a n d  L a u r i d s e n  ( 2 0 0 6 )  e x a m i n e d  t h e  e x  v i v o  
s y n t h e s i s  o f  e i c o s a n o i d s  a n d  c y t o k i n e s  f r o m  p o r c i n e  a l v e o l a r  m a c r o p h a g e :  L P S -  
s t i m u l a t e d  m a c r o p h a g e  f r o m  t h e  f i s h  o i l - f e d  g r o u p  p r o d u c e d  l e s s  T N F - a ,  I L - 8 ,  
L T B 4 ,  a n d  P G E 2  r e l a t i v e  t o  t h e  o t h e r  d i e t  g r o u p s .  P U F A  n o t  o n l y  d e c r e a s e  p r o -  
i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s  a s  d i s c u s s e d  a b o v e ,  b u t  a l s o  i n c r e a s e  a n t i - i n f l a m m a t o r y  
c y t o k i n e s ,  f o r  e x a m p l e ,  C L A  s u p p l e m e n t a t i o n  i n c r e a s e d  t h e  l e v e l s  I L - 1 0  i n  a  
s t u d y  i n v o l v i n g  h e a l t h y  h u m a n  v o l u n t e e r s  ( S o n g  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  I n t e r e s t i n g l y  
Z e y d a  a n d  a s s o c i a t e s  ( 2 0 0 5 )  s u g g e s t e d  t h a t  s i n c e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  P U F A  
n e e d e d  t o  i n h i b i t  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  i n  D C  i s  v e r y  l o w  ( E C 5 0  =  2 p . M )  a n d  t h e  
e x t e n t  o f  i n h i b i t i o n  ( > 9 0 % )  i s  m o r e  p r o n o u n c e d  c o m p a r e d  t o  t h e  e f f e c t s  s e e n  o n  
o t h e r  c e l l  t y p e s  ( e . g .  T  c e l l s  E C 5 0  =  5 - 2 5 p M ,  a n d  i n h i b i t i o n  =  5 0 %  m a x i m u m ) ,  
t h e  i n  v i v o  a c t i o n  o f  P U F A  m a y  p r i m a r i l y  i n v o l v e  D C .  
1 . 1 0 . 6  C H A N G E S  I N  C E L L  S U R F A C E  M A R K E R  E X P R E S S I O N  
W i t h  r e g a r d  t o  c e l l  s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n ,  c e l l s  c u l t u r e d  w i t h  P U F A s  
f r e q u e n t l y  s h o w  a  r e d u c t i o n  i n  M H C I I  a n d  a d h e s i o n  m o l e c u l e  e x p r e s s i o n  
( H u g h e s  e t  a l . ,  1 9 9 6 ;  C h e n  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  S t u d i e s  h a v e  a l s o  s h o w n  P U F A  t o  h a v e  
i n h i b i t o r y  e f f e c t s  o n  c o s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e  e x p r e s s i o n  a n d  t h e  a b i l i t y  o f  D C  t o  
p r e s e n t  a n t i g e n  ( S a n d e r s o n  e t  a l . ,  1 9 9 7 ;  H u g h e s  &  P i n d e r ,  2 0 0 0 ;  Z e y d a  e t  a l . ,  
2 0 0 5 ) .  F o r  i n s t a n c e :  H u g h e s  e t  a l . ,  ( 1 9 9 6 )  s h o w e d  t h a t  E P A  a n d  D H A  i n h i b i t e d  
t h e  e x p r e s s i o n  o f  M H C I I  a n d  I C A M - 1  o n  I F N y - s t i m u l a t e d  h u m a n  m o n o c y t e s  i n  
v i t r o :  D C  i s o l a t e d  f r o m  r a t s  f e d  n - 3  P U F A  h a d  a  r e d u c e d  M H C I I ,  C D 2 ,  C D 1 8  
a n d  C D l  l a  o n  t h e i r  s u r f a c e  a n d  c o n s e q u e n t l y  c o u l d  n o t  p r e s e n t  a n t i g e n  t o  K L H -  
s e n s i t i s e d  r e s p o n d e r  s p l e e n  c e l l s  i n  a  s t u d y  c a r r i e d  o u t  b y  S a n d e r s o n ' s  r e s e a r c h  
g r o u p  ( 1 9 9 7 ) .  C o n v e r s e l y  K e w  a n d  c o l l e a g u e s  ( 2 0 0 4 )  f o u n d  t h a t  d i e t a r y  
s u p p l e m e n t s  o f  E P A  o r  D H A  h a d  n o  s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  o r  
a d h e s i o n  m o l e c u l e  e x p r e s s i o n  i n  p e r i p h e r a l  b l o o d  m o n o n u c l e a r  c e l l s  f r o m  
h e a l t h y  v o l u n t e e r s .  
A g a i n ,  r a t h e r  t h a n  d a m p e n i n g  t h e  i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e ,  L y  a n d  a s s o c i a t e s  
( 2 0 0 6 )  s h o w e d  t h a t  d i e t a r y  E P A  a n d  D H A  m a y  p r o m o t e  a n t i - i n f l a m m a t o r y  o r  
r e g u l a t o r y  m e c h a n i s m s .  T h e y  s a w  a n  u p r e g u l a t i o n  o f  C T L A - 4  e x p r e s s i o n  i n  
m u r i n e  C D 4 +  T  c e l l s  i n  n - 3  P U F A - f e d  m i c e .  C T L A - 4  i n h i b i t s  T  c e l l  a c t i v a t i o n  
b y  r e d u c i n g  I L - 2  p r o d u c t i o n  a n d  I L - 2 R  e x p r e s s i o n ,  a n d  b y  a r r e s t i n g  c e l l s  i n  t h e  
G I  p h a s e  o f  c e l l  c y c l e ,  a n d  t h e r e f o r e  i t s  u p r e g u l a t i o n  w a s  s u g g e s t e d  a s  a  
m e c h a n i s m  b y  w h i c h  P U F A  d o w n - r e g u l a t e  T  c e l l  r e s p o n s e s  
1 . 1 0 . 7  C E L L  M E M B R A N E  A L T E R A T I O N S  
C e l l  m e m b r a n e  f l u i d i t y  i s  d e t e r m i n e d  b y  i t s  l i p i d  c o m p o s i t i o n ;  i n c r e a s e d  
s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d s  a n d  c h o l e s t e r o l  i n c r e a s e  r i g i d i t y ,  w h e r e a s  i n c r e a s i n g  
u n s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d s  m a k e s  i t  m o r e  f l u i d .  M e m b r a n e  f l u i d i t y  i n f l u e n c e s  t h e  
b e h a v i o u r  o f  m e m b r a n e - b o u n d  e n z y m e s ,  p r o t e i n s ,  a n d  r e c e p t o r s  ( D a s ,  2 0 0 6 ) ;  f o r  
e x a m p l e ,  f l u i d i t y  h a s  b e e n  s h o w n  t o  i n c r e a s e  t h e  n u m b e r  o f  i n s u l i n  r e c e p t o r s  o n  
t h e  m e m b r a n e  a n d  t h e r e f o r e  d e c r e a s e  i n s u l i n  r e s i s t a n c e  ( D a s ,  2 0 0 5 ) .  
M u c h  r e s e a r c h  i s  f o c u s e d  o n  h o w  P U F A s  m a y  m o d u l a t e  i m m u n e  f u n c t i o n  
t h r o u g h  a l t e r a t i o n  o r  d i s r u p t i o n  o f  m e m b r a n e  m i c r o - d o m a i n  o r g a n i s a t i o n  ( M a  e t  
a l . ,  2 0 0 4 ;  S t u l n i g  &  Z e y d a ,  2 0 0 4 ;  S h a i k h  &  E d i d i n ,  2 0 0 6 ) .  E v i d e n c e  s u g g e s t s  
t h a t  t h e  t r a n s l o c a t i o n  o f  i m m u n e  r e c e p t o r s  i n t o  s p e c i a l i z e d  m e m b r a n e  r e g i o n s  
c a l l e d  l i p i d  r a f t s  r e g u l a t e s  i m m u n e  c e l l  a c t i v a t i o n .  P U F A  t r e a t m e n t  a n d  t h e i r  
s u b s e q u e n t  m e m b r a n e  i n c o r p o r a t i o n  c a n  a l t e r  l i p i d  r a f t  c o n f o r m a t i o n  l e a d i n g  t o  
t h e  d i s p l a c e m e n t  o f  s i g n a l l i n g  m o l e c u l e s  w h i c h  d i r e c t l y  c o r r e l a t e s  w i t h  i m p a i r e d  
s i g n a l l i n g  ( Z e y d a  &  S t u l n i g ,  2 0 0 6 ) .  T h e  S r c  k i n a s e  f a m i l y  o f  p r o t e i n  t y r o s i n e  
k i n a s e s ,  a n d  t h e  t r a n s m e m b r a n e  a d a p t o r  p r o t e i n ,  L A T  ( l i n k e r  f o r  a c t i v a t i o n  o f  T  
c e l l s ) ,  p l a y  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  T  c e l l  a c t i v a t i o n  ( Y a q o o b ,  2 0 0 3 ) .  L c k  a n d  F y n  
a r e  t w o  S r c  k i n a s e s  c o n c e n t r a t e d  o n  t h e  c y t o p l a s m i c  s i d e  o f  l i p i d  r a f t s ,  a n d  L A T  
i s  a n o t h e r  s i g n a l l i n g  m o l e c u l e  c o n s t i t u t i v e l y  p r e s e n t  i n  r a f t s .  A l l  a r e  a c t i v a t e d  
f o l l o w i n g  T C R  s t i m u l a t i o n  t o  f a c i l i t a t e  o t h e r  d o w n s t r e a m  s i g n a l l i n g  e v e n t s .  T h e  
t r e a t m e n t  o f  J u r k a t  T  c e l l s  w i t h  E P A  d i s p l a c e d  L c k ,  F y n ,  a n d  L A T  f r o m  l i p i d  
r a f t s  ( S t u l n i g  e t  a l . ,  1 9 9 8 ;  S t u l n i g  e t  a l . ,  2 0 0 1 )  a n d  Z e y d a  a n d  c o - w o r k e r s  ( 2 0 0 5 )  
p r o p o s e  t h a t  l i p i d  r a f t  m o d i f i c a t i o n s  u n d e r l i e  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t s  o f  P U F A  o n  T  
c e l l  s i g n a l l i n g .  L y  a n d  c o - w o r k e r s  ( 2 0 0 6 )  r e p o r t e d  t h a t  n - 3  P U F A s  c a n  a l t e r  t h e  
a b i l i t y  o f  C D 2 8  t o  t r i g g e r  s y n a p s e  f o r m a t i o n  a n d / o r  m o d u l a t e  s i g n a l - t r a n s d u c i n g  
p r o t e i n s  t h a t  a s s o c i a t e  w i t h  t h e  r a f t s  a f t e r  T  c e l l  a c t i v a t i o n ,  w h i c h  m a y  a l s o  r e l a t e  
t o  t h e  d i s l o d g e m e n t  o f  t h e  S r c  k i n a s e s  a n d  L A T .  
D e s p i t e  t h e  m a n y  d e c a d e s  o f  r e s e a r c h  w i t h  P U F A s ,  t h e  c e l l u l a r  a n d  m o l e c u l a r  
b a s i s  u n d e r l y i n g  t h e i r  r e g u l a t o r y  a n d  i m m u n o p r o t e c t i v e  a c t i o n s  r e m a i n  r e l a t i v e l y  
u n k n o w n .  
1 . 1  A I M S  A N D  O B J E C T I V E S  
T h e  c u r r e n t  s t u d y  w a s  u n d e r t a k e n  t o  t r y  a n d  e l u c i d a t e  t h e  m e c h a n i s m s  u s e d  b y  
P U F A  t o  e l i c i t  t h e i r  a n t i - i n f l a m m a t o r y  e f f e c t s .  C o n s i d e r i n g  t h e  p i v o t a l  r o l e  o f  
d e n d r i t i c  c e l l s  i n  t h e  i n i t i a t i o n  o f  a n  i m m u n e  r e s p o n s e ,  a n d  t h e i r  p o s s i b l e  r o l e  a s  
i n s t i g a t o r s  o f  T  c e l l - m e d i a t e d  a u t o i m m u n e  d i s e a s e ,  t h e  e f f e c t s  o f  P U F A  o n  D C  
a n d  t h e  s u b s e q u e n t  e f f e c t s  o f  t h e s e  P U F A - a l t e r e d  D C  o n  a d a p t i v e  i m m u n i t y  w a s  
e x a m i n e d  u s i n g  i n  v i t r o  a n d  i n  v i v o  m e t h o d s .  A s  p r o o f  o f  p r i n c i p l e ,  t w o  
i n f l a m m a t o r y  m o d e l s  w e r e  u s e d  t o  a s s e s s  t h e  p r o t e c t i v e  e f f e c t s  o f  i n c r e a s e d  
P U F A  i n  t h e  d i e t .  
T h e  m a i n  a i m s  o f  t h e  s t u d y  w e r e -  
*  
T o  e x a m i n e  t h e  e f f e c t s  o f  P U F A  o n  D C  m a t u r a t i o n ,  m i g r a t i o n  a n d  
c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  i n  v i t r o  
T o  i n v e s t i g a t e  w h e t h e r  C L A - m o d u l a t e d  D C  h a v e  e f f e c t s  o n  s u b s e q u e n t  T  
h e l p e r  c e l l  r e s p o n s e s  b o t h  i n  v i t r o  a n d  i n  v i v o  
T o  a s c e r t a i n  a  p o s s i b l e  m e c h a n i s m  u s e d  b y  P U F A  t o  e l i c i t  t h e i r  a n t i -  
i n f l a m m a t o r y  e f f e c t s  i n  D C  b y  l o o k i n g  a t  a l t e r a t i o n s  i n  t r a n s c r i p t i o n  
f a c t o r  e x p r e s s i o n  a n d  a c t i v a t i o n  ( n a m e l y  P P A R y  a n d  N F K B )  
T o  d e t e r m i n e  t h e  m o d u l a t o r y  e f f e c t s  o f  a  C L A - r i c h  d i e t  o n  i n f l a m m a t o r y  
r e s p o n s e s  i n  v i v o  u s i n g  a  m u r i n e  m o d e l  o f  s e p t i c  s h o c k  
T o  e x a m i n e  t h e  e f f e c t  o f  d i e t a r y  C L A  i n  a n  i n f l a m m a t o r y  d i s e a s e  s e t t i n g  
u s i n g  a  m u r i n e  m o d e l  o f  c o l i t i s  ( I B D )  
C H A P T E R  2  
M A T E R I A L S  
&  M E T H O D S  
C H A P T E R  2  M A T E R I A L S  &  M E T H O D S  
2 . 1  M A T E R I A L S  
M A T E R I A L  
T I S S U E  C U L T U R E  M A T E R I A L S I R E A G E N T S  
F o e t a l  C a l f  S e r u m  ( F C S )  
P e n i c i l l i n  S t r e p t o m y c i n  
S t e r i l e  P e t r i  D i s h e s  
6 ,  2 4 , 9 6 - w e l l  t i s s u e  c u l t u r e  p l a t e s  
R P M I -  1 6 4 0  
L P S  ( E . c o l i  s e r o t y p e  R 5  1 5 )  
D i m e t h y l  s u l p h o x i d e  ( D M S O )  
R e c o m b i n a n t  I L - 2  
O V A  P e p t i d e  3 2 3 - 3 3 9  
G M C S F  
T r y p a n  b l u e  ( 0 . 4 %  v l v )  
X v i v o  1 5 8  m e d i u m  
G 4  1 8  G e n e t i c i n  
A n t i - m o u s e  C D 3 e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  
A n t i - m o u s e  C D 2 8  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  
C e l l T i t e r  9 6 8  A Q u e o u s  O n e  S o l u t i o n  
K e y h o l e  L i m p e t  H e m o c y a n i n  ( K L H )  
( M e g a t h u r a  c r e n u l a t a )  
R o s i g l i t a z o n e  ( R S G )  
P h o r b o l  1 2 - M y r i s t a t e  1 3 - A c e t a t e  ( P M A )  
6 . 5 m m  T r a n s w e l l 8  p l a t e  ( 8 . O p m  p o r e )  
R e c o m b i n a n t  M I P - 3  P l C C L 1 9  
F A T T Y  A C I D S  
E i c o s a p e n t a e n o i c  A c i d  ( E P A )  
D o c o s a h e x a e n o i c  A c i d  ( D H A )  
S O U R C E  
G i b c o  
G i b c o  
N u n c  
N u n c  
G i b c o  
A l e x i s  B i o c h e m i c a l s  
S i g m a  
B D  P h a r m i n g e n  
G e n S c r i p t  C o r p  
J 5 5  8  G M C S F - p r o d u c i n g  
c e l l - l i n e  
S i g m a  
L o n z a  
G i b c o  
B D  P h a r m i n g e n  
B D  P h a r m i n g e n  
P r o m e g a  
C a l b i o c h e m  
S i g m a  
S i g m a  
C o r n i n g  
R & D  S y s t e m s  
S i g m a  
S i g m a  
C o n j u g a t e d  l i n o l e i c  a c i d  c i s - 9 ,  t r a n s -  1 1  ( C L A )  
C a y m a n  
A l p h a - l i n o l e n i c  a c i d  ( A L A )  S i g m a  
L a u r i c  A c i d  ( L A )  -  D o d e c a n o i c  a c i d  
S i g m a  
F A T T Y  A C I D - I N C O R P O R A T E D  D I E T S  
C o n t r o l  d i e t  -  i n c o r p o r a t e d  w i t h  1  %  ( w l w )  p u r i f i e d ,  s y n t h e t i c  l i n o l e i c  a c i d  
C L A  d i e t  -  i n c o r p o r a t e d  w i t h  1 %  ( w l w )  p u r i f i e d ,  s y n t h e t i c  c o n j u g a t e d  l i n o l e i c  
a c i d  
P u r i f i e d  o i l s  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  L o d e r s  C r o k l a a n ,  N e t h e r l a n d s ,  a n d  
i n c o r p o r a t e d  i n t o  a n i m a l  f e e d  b y  S p e c i a l  D i e t s  S e r v i c e s ,  E s s e x ,  U K .  P r i o r  t o  
p u r c h a s e  f e e d  w a s  i r r a d i a t e d  a n d  c h e c k e d  f o r  p u r i t y ,  a n d  s u b s e q u e n t l y  s t o r e d  i n  
s e a l e d  b a g s  a t  4 ° C  u n t i l  u s e .  
I N H I B I T O R S  
P P A R y  a n t a g o n i s t  ( G W 9 6 6 2 )  
E R W M E K  i n h i b i t o r  ( U 0  1 2 6 )  
S i g m a  
S i g m a  
E L I S A  R E A G E N T S  
9 6 - w e l l  m i c r o t i t r e  p l a t e  N u n c  
3 , 3 ' , 5 , 5 ' - t e t r a m e t h y l - b e n z i d i n e  ( T M B )  S i g m a  
T w e e n  2 0  S i g m a  
B o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  ( B S A )  S i g m a  
E L I S A  D u o S e t  k i t s  R & D  S y s t e m s  
I L - 2 3  ( p 1 9 l p 4 0 )  " R e a d y - S E T - G o ! "  E L I S A  k i t  
e B i o s c i e n c e  
( 5 x  a s s a y  d i l u e n t  a n d  T M B  a l s o  p r o v i d e d )  
P R O T E I N  E X T R A C T I O N  R E A G E N T S  
I G E P  A L  
B i o - R a d  p r o t e i n  a s s a y  
H E P E S  
M g C 1 2  
K C 1  
P M S F  
E D T A  
G l y c e r o l  
S i g m a  
B i o - R a d  L a b o r a t o r i e s  
S i g m a  
S i g m a  
S i g m a  
S i g m a  
S i g m a  
S i g m a  
D T T  
S i g m a  
W E S T E R N  B L O T  R E A G E N T S  
A n t i - I t B - a  ( C - 2 0 )  
A n t i - N F 1 c B p 6 5  ( C - 2 1 )  
A n t i - m o u s e  I g G  p e r o x i d a s e  
A n t i - g o a t  I g G  p e r o x i d i s e  
S u p e r s i g n a l  C h e m i l u m i n e s c e n t  s u b s t r a t e  
S o d i u m  d o d e c y l s u l p h a t e  ( S D S )  
T r i z m a  b a s e  
P - m e r c a p t o e t h a n o l  
P r o t e i n  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r  
P V D F  m e m b r a n e  
W h a t m a n  f i l t e r  p a p e r  
T E M E D  
A m m o n i u m  p e r s u l p h a t e  
H y p e r f i l m  E C L  
S a n t a  C m z  B i o t e c h n o l o g y  
S a n t a  C r u z  B i o t e c h n o l o g y  
S i g m a  
S i g m a  
P i e r c e  
S i g m a  
S i g m a  
S i g m a  
B i o - R a d  L a b o r a t o r i e s  
P a l l  L i f e  S c i e n c e s  
W h a t m a n  
S i g m a  
S i g m a  
A m e r s h a m ,  G E  H e a l t h c a r e  
T A B L E  2 . 1  A n t i b o d i e s  u s e d  f o r  F A C s  a n a l y s i s  o f  c e l l  s ~ i r f a c e  m a r k e r s ;  s u p p l i e r s  a n d  
c o n c e n t r a t i o n s  u s e d .  
A M O U N T  
U S E D  
( p e r  l o 6  c e l l s )  
0 . 5  
0 . 5 %  
I S O T Y P E  
C O N T R O L  
R a t  I g G b  
R a t  I g G 2 a  
B D  
B D  
A N T I B O D Y  
-  
C D 3  
C D 4  
0 . 2 5 p g  
F L U O R O -  
C H R O M E  
F I T C  
P E - C y 5  
0 . 5  I %  
0 . 5 c l g  
0 - 5  ~ g  
l o p 1  ( 1  t e s t )  
0 . 5  
0 . 5  
0 - 5 c l g  
0 . 5 ~ g  
0 . 5 %  
0 . 5  c l g  
*  
C D 2 5  -  P E  B D  R a t  I g G 2 b  
C D 4 0  
C D 4 8  
C D 8 0  
C D 8 6  
C T L A - 4  ( C D 1 5 2 )  
C C R 5  ( C D 1 9 5 )  
I L - 1 O R  
I  
J =  =  M H C I I  
F I T C  
F I T C  
P E  
F I T C  
P E  
P E  
P E  
F I T C  
B D  
A c r i s  
B D  
B D  
B D  
B D  
B D  
B D  
H a m  I g M  
R a t  I g G 2 a  
H a m  I g G  
R a t  I g G 2 a  
H a m  I g G l  
R a t  I g G 2 c  
R a t  I g G  1  
R a t  I g G 2 a  
2 . 2  M E T H O D S  
2 . 2 . 1  P R E P A R A T I O N  O F  F A T T Y  A C I D S  
F a t t y  a c i d s  w e r e  d i s s o l v e d  i n  s t e r i l e  D M S O  t o  a  s t o c k  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 0 0 m M ,  
a n d  s t e r i l e  f i l t e r e d  a g a i n .  l o p 1  a l i q u o t s  w e r e  k e p t  a t  - 2 0 ° C  a n d  w e r e  t h a w e d  o n c e  
a n d  d i s c a r d e d  a f t e r  u s e  t o  p r e v e n t  o x i d a t i o n .  F a t t y  a c i d s  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  
s u p p l i e r s  a n d  w e r e  t e s t e d  f o r  p u r i t y  b y  H P L C  p r i o r  t o  p u r c h a s e .  T o  f u r t h e r  
c o n f i r m  b a t c h  r e l i a b i l i t y ,  n e w  s t o c k s  o f  P U F A  w e r e  t e s t e d  f o r  t h e i r  c o n s i s t e n t  
i n h i b i t o r y  e f f e c t  o n  p r o - i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  ( I L - 1 2 ~ 7 0 ) .  
1 .  E i c o s a p e n t a e n o i c  a c i d  ( E P A )  2 0 : 5 n - 3  O H  
C 2 0 H 3 0 0 2  
M W :  3 0 2 . 4 5  
c i s - 5 , 8 , 1 1 , 1 4 , 1 7 - e i c o s a p e n t a e n o i c  a c i d  
2 .  D o c o s a h e x a e n o i c  a c i d  ( D H A )  2 2 : 6 n - 3  
C 2 2 H 3 2 0 2  
M W :  3 2 8 . 4 9  o  
c i s - 4 , 7 , 1 0 , 1 3 , 1 6 , 1 9 - d o c o s a h e x a e n o i c  a c i d  
3 .  a - L i n o l e n i c  a c i d  ( A L A )  1 8 : 3 n - 3  
C 1 8 H 3 0 0 2  
M W :  2 7 8 . 4 5  
c i s 9 ,  c i s l 2 ,  c i s l 5 - o c t a d e c a t r i e n o i c  a c i d  
4 .  c i s - 9 ,  t r a n s - 1 1 - c o n j u g a t e d  L i n o l e i c  A c i d  
( ~ 9 ,  t l 1  - C L A )  
C 1 8 H 3 2 0 2  
M W :  2 8 0 . 5  
9 Z , l l E - o c t a d e c a d i e n o i c  a c i d  
5 .  
L a u r i c  a c i d  ( L A )  -  S A T U R A T E D  
1 2 1 0  C H 3 ( C H z ) l o C O O H  
M W :  2 0 0 . 3 2  .- 
D o d e c a n o i c  a c i d  
2 . 3  C E L L  C U L T U R E  
A l l  t i s s u e  c u l t u r e  w a s  c a r r i e d  o u t  u s i n g  a s e p t i c  t e c h n i q u e s  i n  a  c l a s s  I I  l a m i n a r  
a i r f l o w  u n i t  ( H o l t e n  2 0 1 0  -  T h e r m o E l e c t r o n  C o r p o r a t i o n ,  O H ,  U S A )  a n d  c e l l s  
w e r e  m a i n t a i n e d  i n  a  3 7 ° C  i n c u b a t o r  w i t h  5 %  C 0 2  a n d  9 5 %  h u m i d i f i e d  a i r  
( M o d e l  3 8 1 -  T h e r m o  E l e c t r o n  C o r p o r a t i o n  O H  U S A ) .  C e l l s  w e r e  g r o w n  i n  
c o m p l e t e  R P M I - 1 6 4 0  m e d i u m  [ A p p e n d i x  A ] .  F C S  w a s  h e a t  i n a c t i v a t e d  ( 5 6 ° C  
f o r  3 0  m i n u t e s )  t o  i n a c t i v a t e  c o m p l e m e n t  a n d  t h e n  a l i q u o t e d  f o r  s t o r a g e  a t  - 2 0 ° C .  
E a c h  b a t c h  w a s  t e s t e d  f o r  L P S  c o n t a m i n a t i o n  u s i n g  a n  e n d o t o x i n  t e s t i n g  k i t  
( S i g m a  A l d r i c h ) .  S u p p l e m e n t e d  m e d i u m  w a s  s t o r e d  a t  4 ° C .  
2 . 3 . 1  C E L L  E N U M E R A T I O N  A N D  V I A B I L I T Y  A S S E S S M E N T  
C e l l  v i a b i l i t y  w a s  a s s e s s e d  u s i n g  t h e  t r y p a n  b l u e  d y e  e x c l u s i o n  t e s t  w h i c h  i s  
b a s e d  o n  t h e  a b i l i t y  o f  v i a b l e  c e l l s  t o  a c t i v e l y  e x c l u d e  d y e ,  o w i n g  t o  a n  i n t a c t  c e l l  
m e m b r a n e .  D e a d  c e l l s  a r e  u n a b l e  t o  e x c l u d e  t h e  d y e  a n d  a p p e a r  b l u e  w h e n  
v i e w e d  u n d e r  a  m i c r o s c o p e .  l O O p l  o f  c e l l  s u s p e n s i o n  w a s  m i x e d  w i t h  1 5 0 ~ 1  P B S  
a n d  2 5 0 ~ 1  o f  t r y p a n  b l u e  s o l u t i o n  ( 0 . 4 %  ( v l v ) ) .  A f t e r  - 2  m i n u t e s ,  t h i s  s o l u t i o n  
w a s  a p p l i e d  t o  a  B r i g h t l i n e  h a e m o c y t o m e t e r  ( S i g m a  M O  U S A )  a n d  t h e  c e l l s  
w e r e  c o u n t e d  u n d e r  h i g h - p o w e r  m a g n i f i c a t i o n  ( ~ 4 0 ) .  C e l l s  i n s i d e  t h e  c e n t r a l  
g r i d  o f  2 5  s q u a r e s  w e r e  c o u n t e d  [ F i g u r e .  2 . 1 1 .  
A  v i a b l e  c e l l  c o u n t  w a s  d e t e r m i n e d  u s i n g  t h e  
f o l l o w i n g  f o r m u l a :  
C e l l s / m l =  N  x  5  x  l o 4  
W h e r e ,  N  =  c e l l  n u m b e r  c o u n t e d ,  5  =  d i l u t i o n  
f a c t o r ,  a n d  l o 4  =  c o n s t a n t .  
F I G U R E  2 . 1  D i a g r a m m a t i c  R e p r e s e n t a t i o n  o f  
H a e m o c y t o m e t e r  u s e d  t o  c o u n t  c e l l s  
2 . 3 . 2  
I S O L A T I O N  O F  B O N E  M A R R O W - D E R I V E D  D C  
2 . 3 . 2 . 1  D A Y  1  -  B O N E  M A R R O W  H A R V E S T  
B o n e  m a r r o w  f r o m  t h e  t i b i a e  a n d  f e m u r s  o f  B A L B I c  m i c e  w a s  e x t r a c t e d  b y  
f l u s h i n g  c R P M I  t h r o u g h  t h e  b o n e s  u s i n g  a  s y r i n g e  a n d  a  2 7 . 5 g  n e e d l e  i n t o  a  
s t e r i l e  P e t r i  d i s h .  T h e  b o n e  m a r r o w  w a s  b r o k e n  u p  w h i l s t  b e i n g  t r a n s f e r r e d  t o  a  
f a l c o n  t u b e  u s i n g  a  s y r i n g e  a n d  1 9 . 5 g  n e e d l e .  
C e l l s  w e r e  c e n t r i f u g e d  f o r  5  
m i n u t e s  a t  1 2 0 0 r p m ,  s u p e r n a t a n t  r e m o v e d  a n d  t h e  b o n e  m a r r o w  c e l l s  
r e s u s p e n d e d  i n  c R P M I  t o  a l l o w  f o r  l m l  o f  c e l l s  p e r  p e t r i  d i s h  r e q u i r e d  d e p e n d i n g  
o n  e x p e r i m e n t a l  d e s i g n .  A  c e l l  c o u n t  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  t h e  t r y p a n  b l u e  
e x c l u s i o n  m e t h o d  t o  e n s u r e  a n  a d e q u a t e  n u m b e r  o f  v i a b l e  c e l l s  h a d  b e e n  
o b t a i n e d .  
9 m l  o f  c R P M I  s u p p l e m e n t e d  w i t h  G M C S F  [ s e e  s e c t i o n  2 . 3 . 3 1  a n d  l m l  o f  c e l l s  
w e r e  a d d e d  t o  e a c h  p e t r i  d i s h  a n d  t h e  a p p r o p r i a t e  a m o u n t  o f  f a t t y  a c i d  o r  v e h i c l e  
c o n t r o l  a d d e d .  T h e  c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 O C .  
2 . 3 . 2 . 2  D A Y  4  -  F E E D I N G  C E L L S  
P e t r i  d i s h e s  w e r e  t i p p e d  s l i g h t l y  s o  t h e  c e l l  m o n o l a y e r  w a s  e a s i l y  v i s i b l e ,  a n d  
u s i n g  a  t r a n s f e r  p i p e t t e  a p p r o x i m a t e l y  6 - 7 m l s  o f  m e d i a  w a s  r e m o v e d  a n d  
d i s c a r d e d .  C a r e  w a s  t a k e n  s o  a s  n o t  t o  d i s t u r b  t h e  c e l l  m o n o l a y e r .  1 0 m l s  o f  p r e -  
w a r m e d  c R P M I  s u p p l e m e n t e d  w i t h  G M C S F  w a s  g e n t l y  a d d e d  b a c k  i n t o  e a c h  
p e t r i  d i s h  a n d  t h e  a p p r o p r i a t e  a m o u n t  o f  f a t t y  a c i d  o r  v e h i c l e  c o n t r o l  r e - a d d e d .  
C e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 O C .  
2 . 3 . 2 . 3  
D A Y  7  -  C O U N T I N G  &  P L A T I N G  C E L L S  
T o  r e m o v e  s e m i - a d h e r e n t  a n d  , t h e r e f o r e ,  i m m a t u r e  d e n d r i t i c  c e l l s ,  t h e  e x i s t i n g  
m e d i a  w a s  r e p e a t e d l y  p i p e t t e d  o n t o  t h e  p e t r i  d i s h  s u r f a c e  u s i n g  a  t r a n s f e r  p i p e t t e  
b e f o r e  b e i n g  c o l l e c t e d  i n  a  f a l c o n  t u b e .  E a c h  p e t r i  d i s h  w a s  e x a m i n e d  u n d e r  a  
m i c r o s c o p e  t o  e n s u r e  a  m a j o r i t y  o f  t h e  c e l l s  w e r e  r e c o v e r e d  ( - 9 0 %  r e c o v e r y ) .  
T u b e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  1 2 0 0 r p m  f o r  5  m i n u t e s  a n d  c e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  
a n d  c o u n t e d  u s i n g  t h e  t r y p a n  b l u e  e x c l u s i o n  m e t h o d .  T h e  c e l l  c o n c e n t r a t i o n  w a s  
a d j u s t e d  w i t h  c R P M I  -  g e n e r a l l y  c e l l s  w e r e  p l a t e d  a t  l x 1 0 ~ 1 m 1 ,  ( o r  a t  2 x l 0 ~ 1 r n l  
f o r  c o - c u l t u r e  e x p e r i m e n t s ) .  T h e  r e s p e c t i v e  f a t t y  a c i d s  o r  v e h i c l e  c o n t r o l  w a s  r e -  
a d d e d  b e f o r e  c e l l s  w e r e  p l a t e d .  
2 . 3 . 3  
C U L T U R E  O F  T H E  5 5 5 8  G M C S F - S E C R E T I N G  C E L L  L I N E  
T h e  m o u s e  g e n e  f o r  G M C S F  ( g r a n u l o c y t e  m a c r o p h a g e  c o l o n y  s t i m u l a t i n g  
f a c t o r )  w a s  c l o n e d  i n t o  a  m a m m a l i a n  e x p r e s s i o n  v e c t o r  ( K a r a s u y a m a  e t  a l . ,  
1 9 9 0 )  a n d  t r a n s f e c t e d  i n t o  t h e  p l a s m a c y t o m a  l i n e  X 6 3 - A g S .  C e l l  s t o c k s  w e r e  
k i n d l y  d o n a t e d  b y  P r o f e s s o r  K i n g s t o n  M i l l s  ( T r i n i t y  C o l l e g e ,  D u b l i n ) .  
A f t e r  r e m o v a l  f r o m  l i q u i d  n i t r o g e n  a n d  r a p i d  t h a w i n g ,  c e l l s  w e r e  w a s h e d  i n  
3 0 m l s  c R P M I ,  t h e n  r e s u s p e n d e d  i n  5 m l s  o f  s e l e c t i o n  m e d i u m  c o n s i s t i n g  o f  
l m g / r n l  G 4 1 8  G e n e t i c i n  ( G i b c o B R L )  i n  c o m p l e t e  R P M I  f o r  2  p a s s a g e s .  C e l l s  
w e r e  s e e d e d  a t  1 x 1 0 ~  c e l l s / m l  e a c h  t i m e  a n d  c u l t u r e  f l a s k s  s t o o d  u p r i g h t  i n  t h e  
i n c u b a t o r .  A f t e r  t h e  s e c o n d  p a s s a g e  c e l l s  w e r e  w a s h e d  t w i c e  i n  c R P M I ,  c o u n t e d  
a n d  s e e d e d  i n  c R P M I  a t  1 x 1 0 ~  c e l l s / m l .  W h e n  c e l l s  r e a c h e d  a  m e d i u m  d e n s i t y  
t h e y  w e r e  s u b s e q u e n t l y  s e e d e d  a t  2 . 5 ~ 1 0 ~  c e l l s / m l  a t  e a c h  p a s s a g e .  U p  t o  a n d  
i n c l u d i n g  p a s s a g e  9 ,  s u p e r n a t a n t  w a s  c o l l e c t e d  f r o m  t h e  J 5 5 8  c e l l s  a n d  t h e  
a m o u n t  o f  s e c r e t e d  G M C S F  q u a n t i f i e d  b y  E L I S A  ( R & D ) .  F o r  b o n e  m a r r o w  
c u l t u r e ,  G M C S F  w a s  u s e d  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  4 0 n g l m l .  
2 . 3 . 4  A D D I T I O N  O F  F A T T Y  A C I D S  &  R O S I G L I T A Z O N E  ( R S G )  
T h e  v e h i c l e  c o n t r o l  ( D M S O ) ,  a n d  t h e  f a t t y  a c i d s ,  C L A ,  a n d  L A ,  w e r e  a d d e d  t o  
c e l l s  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  5 0 y M .  
T h e  n - 3  P U F A ,  E P A ,  D H A ,  a n d  A L A ,  w e r e  
a d d e d  a t  2 5 p M  u n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d .  
R S G  w a s  d i s s o l v e d  t o  a  s t o c k  
c o n c e n t r a t i o n  o f  l O O m M  i n  D M S O  a n d  s t o r e d  a t  4 ° C .  I t  w a s  a d d e d  t o  c e l l s  a t  a  
f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  5  y M .  P U F A  a n d  R S G  w e r e  a d d e d  o n  d a y  1  o f  D C  c u l t u r e .  
2 . 3 . 5  A D D I T I O N  O F  I N H I B I T O R S  
T h e  P P A R y  a n t a g o n i s t  ( G W 9 6 6 2 )  w a s  d i s s o l v e d  i n  s t e r i l e  D M S O  t o  g i v e  a  
1 0 m M  s t o c k  s o l u t i o n  a n d  s t o r e d  a t  4 ° C .  I t  w a s  a d d e d  t o  c e l l s  ( 1 0 p M )  e i t h e r  1  
h o u r  p r i o r  t o  L P S  a c t i v a t i o n  o r  o n  d a y  1  o f  D C  c u l t u r e  a s  i n d i c a t e d .  
T h e  U 0 1 2 6  E R K  o r  M E K 1 / 2  i n h i b i t o r  w a s  d i s s o l v e d  i n  s t e r i l e  D M S O  t o  g i v e  a  
1 m M  s t o c k ,  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C .  I t  w a s  a d d e d  t o  c e l l s  ( 5 p M )  1  h o u r  p r i o r  t o  
L P S -  o r  O V A - s t i m u l a t i o n .  
2 . 3 . 6  L P S  A C T I V A T I O N  
C e l l s  w e r e  a c t i v a t e d  w i t h  1 0 0 n g I m l  L P S  u n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d ,  a n d  i n c u b a t e d  
f o r  2 4  h o u r s  b e f o r e  b e i n g  u s e d  i n  t h e  r e l e v a n t  a s s a y s .  
2 . 3 . 7  
A D D I T I O N  O F  O V A  P E P T I D E  ( 3 2 3 - 3 3 9 )  
T h e  O V A  p e p t i d e  s e q u e n c e  i s  g i v e n  b e l o w  a n d  r e p r e s e n t s  a  T  a n d  B  c e l l  e p i t o p e  
o f  O V A :  I S Q A V H A A H A E I N E A G R  [ C 7 4 H ~ 2 0 N 2 6 0 2 5 :  M W 1 7 7 3 . 9 1  
l g  v i a l s  o f  l y o p h i l i z e d  O V A  p e p t i d e  w e r e  k e p t  a t  - 2 0 ° C  a n d  d i s s o l v e d  i n  l m l  o f  
s t e r i l e  w a t e r  t o  g i v e  a  l m g l m l  s t o c k  w h i c h  w a s  a l s o  k e p t  a t  - 2 0 ° C .  O V A  w a s  
a d d e d  t o  D C  ( w h i l s t  i n  t h e i r  p e t r i  d i s h e s )  a t  5 p g l m l  f o r  2 4  h o u r s  b e f o r e  u s e  i n  t h e  
c o - c u l t u r e  e x p e r i m e n t s .  T h e  a m o u n t  o f  O V A  a d d e d  w a s  b a s e d  o n  t h e r e  b e i n g  
1 4 m l s  o f  m e d i a  p e r  p e t r i  d i s h .  T h e r e f o r e ,  7 0 p l  o f  O V A  f r o m  t h e  l m g l m l  s t o c k  
w a s  a d d e d  t o  e a c h  p e t r i  d i s h .  
2 . 3 . 8  
M T S  A S S A Y  F O R  P U F A  A N D  L P S  D O S E  R E S P O N S E  
T h e  C e l l T i t e r  9 6 @  A Q u e o u s  O n e  S o l u t i o n  ( P r o m e g a )  i s  a  c o l o r i m e t r i c  m e t h o d  
f o r  d e t e r m i n i n g  t h e  n u m b e r  o f  v i a b l e  c e l l s  i n  a  s a m p l e .  I t  c o n t a i n s  a n  M T S  
t e t r a z o l i u m  c o m p o u n d  ( O w e n ' s  r e a g e n t )  w h i c h  i s  b i o r e d u c e d  b y  c e l l s  i n t o  a  
s o l u b l e  c o l o u r e d  f o r m a z a n  p r o d u c t .  T h e  q u a n t i t y  o f  f o r m a z a n  p r o d u c t  i s  
m e a s u r e d  a t  a n  a b s o r b a n c e  r e a d i n g  o f  4 9 0 n m  a n d  i s  d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  
n u m b e r  o f  l i v i n g  c e l l s  i n  t h e  c u l t u r e  m e d i u m .  
2 . 3 . 8 . 1  P U F A  D O S E  R E S P O N S E  
B o n e  m a r r o w - g e n e r a t e d  D C  w e r e  c u l t u r e d  f o r  7  d a y s  ( s e e  s e c t i o n  2 . 3 . 2 ) .  F a t t y  
a c i d s  w e r e  a d d e d  a t  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  ( 2 5 ,  5 0 ,  1 0 0 p M )  o n  d a y  1  o f  t h e  c e l l  
c u l t u r e .  C e l l s  w e r e  c o l l e c t e d ,  c o u n t e d  a n d  p l a t e d  ( l o o p 1  p e r  w e l l  a t  1 x 1 0 ~  
c e l l s / m l )  i n  a  9 6 - w e l l  p l a t e  o n  d a y  7  b e f o r e  b e i n g  s t i m u l a t e d  w i t h  L P S  
( 1 0 0 n g I m l )  f o r  2 4  h o u r s .  
2 . 3 . 8 . 2  L P S  D O S E  R E S P O N S E  
D C  w e r e  g r o w n  f o r  7  d a y s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  f a t t y  a c i d s :  D M S O ,  C L A ,  L A  a n d  
S A  w e r e  a d d e d  a t  5 0 p M ,  a n d  E P A ,  D H A ,  a n d  A L A  w e r e  a d d e d  a t  2 5 p M .  C e l l s  
w e r e  c o l l e c t e d ,  c o u n t e d ,  a n d  p l a t e d  i n  a  9 6 - w e l l  p l a t e  ( 1 0 0 ~ 1  p e r  w e l l  a t  1 x 1 0 ~  
c e l l s / m l ) .  L P S  w a s  a d d e d  a t  t h r e e  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s ;  1 0 ,  1 0 0 ,  a n d  
1 0 0 0 n g / m l .  
2 . 3 . 8 . 3  M T S  A S S A Y  
2 4  h o u r s  a f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  L P S ,  2 0 ~ 1  o f  t h e  C e l l T i t e r  9 6 0  A Q u e o u s  O n e  
s o l u t i o n  w a s  a d d e d  t o  e a c h  w e l l  o f  t h e  9 6 - w e l l  p l a t e .  T h e  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  
f o r  2  h o u r s  a t  37OC i n  5 %  C 0 2  a n d  a b s o r b a n c e  r e a d  a t  4 9 0 n m .  T h e  c e l l  v i a b i l i t y  
o f  e a c h  s a m p l e  w a s  c a l c u l a t e d  b y  t r e a t i n g  t h e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  v e h i c l e  c o n t r o l  
( D M S O )  a s  1 0 0 %  a n d  c o m p a r i n g  t h e  r e m a i n i n g  s a m p l e s  t o  t h i s  a n d  e x p r e s s i n g  
r e s u l t s  a s  p e r c e n t a g e  v i a b i l i t y .  
2 . 3 . 9  C H E M O T A X I S  A S S A Y  
B o n e  m a r r o w - d e r i v e d  D C  w e r e  c u l t u r e d  w i t h  f a t t y  a c i d s ,  r o s i g l i t a z o n e  ( 5 p M ) ,  
a n d l o r  t h e  s p e c i f i c  P P A R y  i n h i b i t o r  G W 9 6 6 2  ( I O p M )  f o r  7  d a y s ,  a s  d e s c r i b e d  i n  
s e c t i o n  2 . 3 . 2 .  C e l l s  w e r e  t h e n  p l a t e d  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 x 1 0 ~  c e l l s / m l  i n  a  6 -  
w e l l  p l a t e  ( 3 m l s / w e l l )  a n d  s t i m u l a t e d  w i t h  L P S  ( 1 0 0 n g / m l )  f o r  2 4  h o u r s .  
F o l l o w i n g  i n c u b a t i o n ,  c e l l s  w e r e  r e m o v e d  f r o m  w e l l s  u s i n g  a  t r a n s f e r  p i p e t t e  a n d  
c o u n t e d .  T r a n s w e l l @  p l a t e s  w e r e  u s e d  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  m a n u f a c t u r e r ' s  
i n s t r u c t i o n s ;  3 x 1 0 ~  c e l l s  w e r e  a d d e d  t o  t h e  i n s e r t  w e l l  i n  l O O p l  o f  m e d i a ,  a n d  
6 0 0 ~ 1  o f  m e d i a  c o n t a i n i n g  t h e  c h e m o k i n e  C C L 1 9  ( 1 0 0 n g / m l )  w a s  a d d e d  t o  t h e  
b o t t o m  c h a m b e r .  
P l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  f o r  5  h o u r s .  C e l l s  t h a t  h a d  
m o v e d  t o  t h e  b o t t o m  c h a m b e r  w e r e  c o l l e c t e d  i n  e p p e n d o r f  t u b e s ,  c e n t r i f u g e d  a n d  
r e s u s p e n d e d  i n  4 %  ( v / v )  f o r m a l d e h y d e / P B S  b e f o r e  b e i n g  t r a n s f e r r e d  t o  F A C S  
t u b e s .  M i g r a t e d  c e l l s  w e r e  c o u n t e d  f o r  6 0  s e c o n d s  o n  a  F A C S C a l i b u r .  
2 . 3 . 1 0  C D 4 '  T  C E L L  I S O L A T I O N  
2 . 3 . 1 0 . 1  E R Y T H R O C Y T E  L Y S I S  
( R & D  S y s t e m s  -  m o u s e  e r y t h r o c y t e  l y s i n g  k i t  W L 2 0 0 0 )  
S p l e e n s  w e r e  r e m o v e d  a s e p t i c a l l y  a n d  c o l l e c t e d  i n  H B S S / l O %  ( v / v )  F C S  o n  i c e .  
A  s i n g l e  c e l l  s u s p e n s i o n  w a s  a c h i e v e d  b y  p u s h i n g  e a c h  s p l e e n  t h r o u g h  a  c e l l  
s t r a i n e r  ( 4 0 p m ,  B D  f a l c o n ) .  C e l l s  w e r e  t h e n  w a s h e d  i n  H B S S / l O %  ( v / v )  F C S  
a n d  e r y t h r o c y t e s  l y s e d  b y  a d d i n g  a  I x  s o l u t i o n  o f  M - l y s e  f o r  a p p r o x i m a t e l y  1 0  
m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  ( 2 m l  o f  I x  s o l u t i o n  p e r  s p l e e n ) .  F o l l o w i n g  
i n c u b a t i o n ,  c e l l s  w e r e  v o r t e x e d  f o r  2  s e c o n d s .  4011-11 o f  w a s h  b u f f e r  w a s  t h e n  
a d d e d  a n d  t h e  c e l l s  c e n t r i f u g e d  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  2 m l  o f  I x  c o l u m n  w a s h  
b e f o r e  b e i n g  c o u n t e d  a n d  a d j u s t e d  t o  5  2 x 1 0 8 c e l l s / m l .  
2 . 3 . 1 0 . 2  C D 4 '  T  C E L L  I S O L A T I O N  
( R & D  S y s t e m s  -  M o u s e  T  c e l l  C D 4  S u b s e t  C o l u m n  K i t  M C D 4 C - 1 0 0 0 )  
L e s s  t h a n  o r  e q u a l  t o  2 x 1 0 ~  o f  c e l l s  ( i n  2 m l  o f  c o l u m n  w a s h )  w a s  m i x e d  w i t h  1  
v i a l  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  c o c k t a i l  ( l m l  C D 4 '  e n r i c h m e n t  c o c k t a i l  a s  s u p p l i e d  
i n  R & D  c o l u m n  k i t )  a n d  i n c u b a t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  1 5  m i n u t e s .  D u r i n g  
t h i s  i n c u b a t i o n  p e r i o d  t h e  c o l u m n  w a s  w a s h e d  w i t h  l O m l  o f  c o l u m n  b u f f e r .  A f t e r  
i n c u b a t i o n ,  c e l l s  w e r e  w a s h e d  t w i c e  w i t h  l O m l s  o f  I x  c o l u m n  w a s h  a n d  f i n a l l y  
r e s u s p e n d e d  i n  l r n l  c o l u m n  w a s h .  T h e  c e l l s  w e r e  a d d e d  t o  t h e  c o l u m n  a n d  a n y  
l i q u i d  d i s p l a c e d  f r o m  t h e  c o l u m n  c o l l e c t e d  i n  a  s t e r i l e  f a l c o n  t u b e .  O n c e  t h e  
c e l l s  h a d  m o v e d  o n t o  t h e  c o l u m n ,  t h e  b o t t o m  c a p  w a s  r e p l a c e d  a n d  t h e  c e l l s  l e f t  
i n  t h e  c o l u m n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  1 0  m i n u t e s .  T h i s  a l l o w e d  B  c e l l s ,  n o n -  
s e l e c t e d  T  c e l l s  a n d  m o n o c y t e s  t o  b i n d  t o  t h e  g l a s s  b e a d s  c o a t e d  w i t h  a n t i -  
i m m u n o g l o b i n  v i a  b o t h  F ( a b )  a n d  F c  i n t e r a c t i o n s .  T h e  c o l u m n  w a s  e l u t e d  w i t h  
1 0 m l s  o f  c o l u m n  b u f f e r .  E l u t e d  a n d  t h e r e f o r e  C D 4  p o s i t i v e  T  c e l l s  w e r e  
c e n t r i f u g e d  ( 2 5 0 g  f o r  5  m i n u t e s ) ,  r e s u s p e n d e d  i n  c R P M I ,  a n d  c o u n t e d  u s i n g  t h e  
t r y p a n  b l u e  e x c l u s i o n  m e t h o d .  C e l l s  w e r e  a d j u s t e d  t o  t h e  r e q u i r e d  c o n c e n t r a t i o n  
w i t h  c R P M I .  
2 . 3 . 1 1  D C - T  C E L L  C O - C U L T U R E  
D e n d r i t i c  c e l l s  w e r e  g r o w n  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  D M S O  
( 5 0 p M ) ,  C L A  ( 5 0 p M ) ,  L A  ( 5 0 p M ) ,  R S G  ( 5 p M )  a n d  w h e r e  i n d i c a t e d ,  t h e  P P A R y  
i n h i b i t o r ,  G W 9 6 6 2  ( I O N )  u n t i l  d a y  6  o f  c u l t u r e .  A t  t h i s  t i m e  ( i - e . ,  2 4  h o u r s  
p r i o r  t o  c o m m e n c e m e n t  o f  t h e  c o - c u l t u r e  e x p e r i m e n t )  c e l l s  w e r e  a c t i v a t e d  w i t h  
O V A  p e p t i d e  ( 5 p g / m l )  a n d / o r  L P S  ( 1 0 0 n g / m l )  i f  r e q u i r e d .  T h e  E R K  i n h i b i t o r  
U 0 1 2 6  w a s  a d d e d  1  h o u r  b e f o r e  a c t i v a t i o n  w h e r e  i n d i c a t e d .  T h e  c e l l s  w e r e  
i n c u b a t e d  f o r  a  f u r t h e r  2 4  h o u r s  a t  3 7 O C  i n  5 %  C 0 2 ,  A f t e r  2 4  h o u r s ,  D C  w e r e  
c o l l e c t e d  a n d  w a s h e d  t w i c e  i n  s t e r i l e  P B S / 2 % F C S  t o  r e m o v e  a n y  t r a c e s  o f  R P M I  
b e f o r e  b e i n g  i r r a d i a t e d .  D C  w e r e  i r r a d i a t e d  ( a t  T r i n i t y  C o l l e g e ,  D u b l i n  u n d e r  
s u p e r v i s i o n )  w i t h  4 0 G y  ( 4 0 0 0 r a d s )  u s i n g  a  g a m m a  i r r a d i a t o r  w i t h  a  C a e s i u m - 1 3 7  
s o u r c e .  C e l l s  w e r e  t h e n  c o u n t e d  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  c R P M I  a t  a  f i n a l  
c o n c e n t r a t i o n  o f  2 x 1 0 5 c e l l s 1 m l .  
C D 4 +  T  c e l l s  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  t h e  s p l e e n s  o f  O V A  t r a n s g e n i c  D O 1  1 . 1 0  m i c e  a s  
d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  2 . 3 . 9 .  A  l a r g e  p o r t i o n  o f  t h e  T  l y m p h o c y t e s  f r o m  t h e s e  m i c e  
e x p r e s s  a  T C R  s p e c i f i c  f o r  a  p e p t i d e  w i t h i n  t h e  o v a l b u m i n  ( O V A )  m o l e c u l e  
( O V A  ( 3 2 3 - 3 3 9 ) ) .  W h e n  t h i s  a n t i g e n  i s  p r e s e n t e d  b y  D C  c o m p l e x e d  t o  M H C I I  
( t o g e t h e r  w i t h  c o s t i m u l a t i o n ) ,  t h e s e  n a i v e  C D 4 '  T  c e l l s  b e c o m e  a c t i v a t e d  a n d  
p r o l i f e r a t e  ( P o m p o s  &  F r i t s c h e ,  2 0 0 2 ) .  
F o l l o w i n g  p u r i f i c a t i o n ,  O V A  t r a n s g e n i c  C D 4 '  T  c e l l s  w e r e  a d j u s t e d  t o  
2 x 1 0 6 c e l l s / m l .  E q u a l  v o l u m e s  o f  T  c e l l s  a n d  D C  w e r e  a d d e d  t o  a  s t e r i l e  9 6 - w e l l  
p l a t e  t o  g i v e  a  f i n a l  v o l u m e  o f  2 0 0 p l l w e l l .  F a t t y  a c i d s  w e r e  a d d e d  a s  r e q u i r e d  
( c o - c u l t u r e  D A Y 1 ) .  P l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 O C  i n  5 %  C 0 2  f o r  5  d a y s .  O n  
d a y  5  o f  t h e  c o - c u l t u r e ,  p l a t e s  w e r e  c e n t r i f u g a l l y  p u l s e d  t o  m o v e  c e l l s  t o  t h e  
b o t t o m  o f  t h e  w e l l s .  2 0 0 p 1  o f  m e d i a  w a s  c a r e f u l l y  r e m o v e d  f r o m  e a c h  w e l l  a n d  
f r o z e n  f o r  f u t u r e  c y t o k i n e  a n a l y s i s .  2 0 0 ~ 1  o f  f r e s h  m e d i a  w a s  a d d e d  t o  e a c h  w e l l  
a l o n g  w i t h  f a t t y  a c i d s ,  a n d  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 O C  i n  5 %  C O z  u n t i l  d a y  7 .  
O n  d a y  7  o f  t h e  c o - c u l t u r e ,  p l a t e s  w e r e  a g a i n  p u l s e d  b e f o r e  1 0 0 ~ 1  o f m e d i a  w a s  
r e m o v e d .  l O O y l  o f  n e w l y  h a r v e s t e d  O V A - a c t i v a t e d  D C  w e r e  a d d e d  a t  a  
c o n c e n t r a t i o n  o f  2 x 1 0 5 c e l l s / m l  f o r  t h e  s e c o n d  r o u n d  o f  T  c e l l  s t i m u l a t i o n .  
R e c o m b i n a n t  m u r i n e  I L - 2  ( B e c t o n  D i c k i n s o n )  w a s  a l s o  a d d e d  a t  t h i s  t i m e  
( 1 0 U I m l ) .  A t  t h e  e n d - p o i n t  o f  t h e  c o - c u l t u r e  e x p e r i m e n t  ( d a y  l o ) ,  2 0 0 ~ 1  o f  
m e d i a  w a s  r e m o v e d  a f t e r  p l a t e s  w e r e  p u l s e d  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  f r o z e n  f o r  f u t u r e  
c y t o k i n e  a n a l y s i s .  
2 . 3 . 1 2  E X  V I V O  T  C E L L  C U L T U R E  F R O M  F E D  A N I M A L S  
C D 4 '  T  c e l l s  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  t h e  s p l e e n s  o f  B A L B I c  m i c e  a s  p r e v i o u s l y  
d e s c r i b e d  ( s e c t i o n  2 . 3 . 9 )  a n d  a d j u s t e d  t o  l x 1 0 6 / c e l l s  p e r  m l .  
F o r  e x  v i v o  r e c e p t o r - m e d i a t e d  a c t i v a t i o n ,  c e l l s  w e r e  s t i m u l a t e d  w i t h  5 p g I m l  ( i n  
P B S )  p l a t e  b o u n d  a n t i - C D 3  ( B D  P h a r r n i n g e n ) .  P l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  l h o u r  
a t  3 7 ° C  t o  a l l o w  b i n d i n g  o f  a n t i - C D 3  b e f o r e  a d d i n g  c e l l s .  F o l l o w i n g  t h e  a d d i t i o n  
o f  c e l l s ,  l O p g / r n l  s o l u b l e  a n t i - C D 2 8  w a s  a l s o  a d d e d  ( B D  P h a r m i n g e n ) .  1 0 U / m l  
o f  r e c o m b i n a n t  I L - 2  ( B D  P h a r m i n g e n )  w a s  a d d e d  2 4  h o u r s  a f t e r  i n i t i a l  a c t i v a t i o n  
t o  p r o m o t e  c l o n a l  e x p a n s i o n .  C e l l s  w e r e  t h e n  i n c u b a t e d  f o r  a  f u r t h e r  4 8  h o u r s  a t  
3 7 ° C  b e f o r e  s u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  f o r  c y t o k i n e  a n a l y s i s  o r  c e l l s  p r o c e s s e d  f o r  
F A C S  a n a l y s i s .  
2 . 4  C Y T O K I N E  E L I S A S  
2 . 4 . 1  B A S I C  P R I N C I P L E S  O F  E L I S A  
E L I S A s  c a n  b e  u s e d  t o  q u a n t i f y  t h e  a m o u n t  o f  c y t o k i n e  p r o d u c e d  i n  s o l u t i o n .  I n  
a  s a n d w i c h  E L I S A ,  a  f i x e d  q u a n t i t y  o f  c a p t u r e  a n t i b o d y  s p e c i f i c  f o r  t h e  c y t o k i n e  
b e i n g  d e t e c t e d  i s  b o u n d  t o  a  9 6 - w e l l  p l a t e  ( t h e  c a p t u r e  a n t i b o d y  i s  u s u a l l y  d i l u t e d  
i n  b u f f e r ,  s u c h  a s  P B S  a n d  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  R T ) .  T h e  p l a t e  i s  t h e n  w a s h e d  
t o  r e m o v e  e x c e s s  o r  u n b o u n d  a n t i b o d y  a n d  a  b l o c k i n g  b u f f e r ,  u s u a l l y  c o n t a i n i n g  
B S A ,  i s  a d d e d  t o  p r e v e n t  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  o f  s u b s e q u e n t l y  a d d e d  r e a g e n t s .  
S a m p l e s  o f  u n k n o w n  a n t i g e n  c o n c e n t r a t i o n  a n d  a  s e r i e s  o f  r e c o m b i n a n t  c y t o k i n e  
s t a n d a r d s  o f  k n o w n  c o n c e n t r a t i o n  a r e  a d d e d  t o  t h e  p l a t e  a n d  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  
a t  4OC. T h e  p l a t e  i s  w a s h e d  a g a i n  t o  r e m o v e  a n y  u n b o u n d  a n t i g e n  o r  c y t o k i n e  
a n d  a  b i o t i n y l a t e d  d e t e c t i o n  a n t i b o d y  f o r  t h e  c y t o k i n e  i s  a d d e d  a n d  i n c u b a t e d  
( u s u a l l y  f o r  2  h o u r s  a t  R T ) .  A f t e r  i n c u b a t i o n ,  t h e  p l a t e  i s  w a s h e d  a n d  t h e n  
s t r e p t a v i d i n - h o r s e r a d i s h - p e r o x i d a s e  ( H R P )  i s  a d d e d  t o  t h e  p l a t e .  S t r e p t a v i d i n  
b i n d s  b i o t i n  w i t h  h i g h  a f f i n i t y  a n d  i s  c o n j u g a t e d  t o  H R P ,  w h i c h  i s  a n  e n z y m e  t h a t  
c a t a l y s e s  t h e  o x i d a t i o n  o f  i t s  s u b s t r a t e  t e t r a m e t h y l b e n z i d i n e  ( T M B )  b y  h y d r o g e n  
p e r o x i d e ,  f o r m i n g  a  b l u e  c o m p o u n d .  F o l l o w i n g  s t r e p t a v i d i n - H R P  i n c u b a t i o n  t h e  
p l a t e  i s  w a s h e d  a g a i n  a n d  T M B  i s  a d d e d ,  w h i c h  f o r m s  a  b l u e  c o l o u r  t h a t  
i n c r e a s e s  i n  i n t e n s i t y  d e p e n d i n g  o n  h o w  m u c h  c y t o k i n e  i s  p r e s e n t .  T h e  r e a c t i o n  
i s  s t o p p e d  b y  a d d i n g  s u l p h u r i c  a c i d  t o  t h e  p l a t e ,  w h i c h  t u r n s  t h e  s o l u t i o n  a  y e l l o w  
c o l o u r  a n d  a l l o w s  t h e  a b s o r b a n c e  t o  b e  r e a d  a t  4 5 0 n m .  T h u s ,  t h e  r a t e  o f  c o l o u r  
f o r m a t i o n  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  a m o u n t  o f  c y t o k i n e  p r e s e n t .  
F i g u r e  2 . 2  s u m m a r i s e s  t h e  p r i n c i p l e s  o f  a  s a n d w i c h  E L I S A .  
M o n o c l o n a l  
a n t i b o d y -  
c o a t e d  w e l l  
A n t i g e n  b i d  
t o  a n t i b o d y  
W a s h  
+  
A  s e c o n d  m o n o c l o n a l  
a n t i b o d y ,  l i n k e d  t o  
e n z y m e ,  b i n d s  t o  
i m m o b i l i z e d  a n t i g e n  
S u b s t r a t e  i s  a d d e d  a n d  
c o n v e r t e d  b y  e n z y m e  i n t o  
c o l o r e d  p r o d u c t ;  t h e  r a t e  
of c o l o r  f a r m a t i o n  i s  
p r b p o r t i o n a l  t o  t h e  
a m o u n t  of a n t i g e n  
F I G U R E  2 . 2  S c h e m a t i c  i l l u s t r a t i n g  t h e  p r i n c i p l e s  o f  a  s a n d w i c h  E L I S A  
( T a k e n  f r o m :  h m : / / w w . n c b i , n l m n i k . a o v / b o o k s / b v . f c a i ? d = s t m e r . f i ~ m . 5 1 5 )  
T h r o u g h o u t  t h i s  s t u d y ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  I L - 1 P ,  1 L - 2 ,  E - 4 ,  I L - 6 ,  I L - 1 0 ,  I L -  
1 2 ~ 4 0 ,  L 1 2 p 7 0 ,  I L - 1 7 ,  T N F - a  a n d  I F N - y  i n  c e l l  s u p e r n a t a n t s  w a s  d e t e r m i n e d  
u s i n g  E L I S A  D u o s e t  k i t s  f r o m  R & D  S y s t e m s  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  
m a n u f a c t u r e r s '  i n s t r u c t i o n s .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  I L - 2 3 p 1 9  i n  s u p e r n a t a n t s  w a s  
q u a n t i f i e d  u s i n g  a  " R e a d y - S E T - G o ! "  E L I S A  k i t  ( e B i o s c i e n c e ) .  
2 . 4 . 2  I L - 4 ,  I L - 6 ,  I L - 1 0 ,  I L - 1 2 ~ 4 0 ,  I L - 1 2 ~ 7 0 ,  I L - 1 7 ,  T N P - a  E L I S A  
9 6 - w e l l  N u n c  m i c r o t i t r e  p l a t e s  w e r e  c o a t e d  w i t h  1 0 0 p l  o f  t h e  r e l e v a n t  c a p t u r e  
a n t i b o d y  d i l u t e d  t o  w o r k i n g  c o n c e n t r a t i o n  i n  P B S  ( 1 : 1 8 0  d i l u t i o n  o f  s t o c k  
a n t i b o d y  -  s e e  T a b l e  2 . 2 )  a n d  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  A f t e r  
w a s h i n g  p l a t e s  x 4  w i t h  w a s h  b u f f e r  ( P B S / O . O 5 %  ( v / v )  T w e e n  2 0 @ ) ,  w e l l s  w e r e  
b l o c k e d  w i t h  3 0 0 p 1  o f  r e a g e n t  d i l u e n t  ( P B S / l %  ( w / v )  B S A )  f o r  a t  l e a s t  1  h o u r  a t  
r o o m  t e m p e r a t u r e .  A f t e r  r e p e a t i n g  t h e  w a s h i n g  s t e p ,  5 0 p 1  o f  r e a g e n t  d i l u e n t ,  a n d  
5 0 p 1  o f  s u p e r n a t a n t  o r  s e r i a l l y  d i l u t e d  s t a n d a r d s  ( t o p  s t a n d a r d  s e r i a l l y  d i l u t e d  x 6  
i n  r e a g e n t  d i l u e n t  -  s e e  T a b l e  2 . 2 )  w e r e  a d d e d  t o  w e l l s  i n  d u p l i c a t e ,  a n d  p l a t e s  
w e r e  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  4OC. T h e  f o l l o w i n g  d a y  p l a t e s  w e r e  w a s h e d  x 4  w i t h  
w a s h  b u f f e r .  1 0 0 p l  o f  t h e  r e l e v a n t  b i o t i n y l a t e d  d e t e c t i o n  a n t i b o d y ,  d i l u t e d  i n  
r e a g e n t  d i l u e n t  ( 1 : 1 8 0  d i l u t i o n ) ,  w a s  a d d e d  t o  e a c h  w e l l  a n d  p l a t e s  w e r e  
i n c u b a t e d  f o r  2  h o u r s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  P l a t e s  w e r e  w a s h e d  x 4  w i t h  w a s h  
b u f f e r  a n d  l O O p l  o f  s t r e p t a v i d i n - H R P  ( 1 : 2 0 0  d i l u t i o n  i n  r e a g e n t  d i l u e n t )  w a s  
a d d e d  t o  e a c h  w e l l .  P l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  2 0  m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  
F i n a l l y ,  w e l l s  w e r e  w a s h e d  x 4  w i t h  w a s h  b u f f e r .  1 0 0 p l  o f  T M B  ( S i g m a  A l d r i c h )  
w a s  a d d e d  t o  e a c h  w e l l  a n d  p l a t e s  i n c u b a t e d  i n  t h e  d a r k .  T h e  r e a c t i o n  w a s  
s t o p p e d  b y  a d d i n g  5 0 p 1  2 N  H 2 S O 4  p e r  w e l l  o n c e  t h e  c o l o u r  h a d  d e v e l o p e d .  
O p t i c a l  d e n s i t i e s  w e r e  r e a d  i m m e d i a t e l y  a t  4 5 0  n m  m i c r o p l a t e - r e a d e r  ( V E R S A  
A m a x  r n i c r o p l a t e  r e a d e r ,  M o l e c u l a r  d e v i c e s ,  C A ,  U S A ) .  T h e  c y t o k i n e  
c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  s u p e r n a t a n t s  w e r e  d e t e r m i n e d  f r o m  s t a n d a r d  c u r v e s .  
2 . 4 . 3  I L - 1 P ,  I L - 2 ,  A N D  I F N - y  
T h e  m e t h o d  a b o v e  w a s  f o l l o w e d  w i t h  t w o  d e v i a t i o n s :  
B l o c k i n g  b u f f e r  u s e d  w a s  1 %  ( w l v )  B S A I P B S  +  0 . 0 5 %  ( w l v )  N a N 3  a n d  t h e  
r e a g e n t  d i l u e n t  w a s  0 . 1 %  ( w l v )  B S A I T B S  +  0 . 0 5 %  ( v l v )  T w e e n .  
2 . 4 . 4  I L - 1 2 ~ 4 0  
S a m p l e s  w e r e  d i l u t e d  1 :  1 0 0  i n  r e a g e n t  d i l u e n t  a n d  1 0 0 p l  o f  d i l u t e d  s a m p l e s  a n d  
u n d i l u t e d  s t a n d a r d s  w e r e  a d d e d  t o  p l a t e s  i n  d u p l i c a t e .  C o n c e n t r a t i o n s  o f  s a m p l e s  
w e r e  m u l t i p l i e d  b y  t h e  d i l u t i o n  f a c t o r  o n c e  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  s t a n d a r d  c u r v e .  
2 . 4 . 5  I L - 2 3 ~ 1 9  
T h e  I L - 2 3  " R e a d y - S E T - G o ! "  E L I S A  k i t  w a s  p u r c h a s e d  f r o m  e B i o s c i e n c e .  
9 6 - w e l l  p l a t e s  w e r e  c o a t e d  w i t h  1 0 0 p . 1  o f  I L - 2 3 p 1 9  c a p t u r e  a n t i b o d y  d i l u t e d  
1 1 2 5 0  i n  P B S  a n d  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  4 ° C .  A f t e r  w a s h i n g  x 4  w i t h  
w a s h  b u f f e r  ( P B S / O . O 5 %  ( v l v )  T w e e n  2 0 8 ) ,  w e l l s  w e r e  b l o c k e d  w i t h  3 0 0 ~ 1  o f  
a s s a y  d i l u e n t  f o r  1  h o u r  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  a s s a y  d i l u e n t  w a s  p r o v i d e d  i n  
t h e  k i t  a t  a  5 x  s t o c k  a n d  d i l u t e d  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  b e f o r e  u s e .  A f t e r  r e p e a t i n g  t h e  
w a s h i n g  s t e p ,  5 0 p 1  o f  a s s a y  d i l u e n t ,  a n d  5 0 p l  o f  s u p e r n a t a n t  o r  s e r i a l l y  d i l u t e d  
s t a n d a r d s  ( t o p  s t a n d a r d  s e r i a l l y  d i l u t e d  x 6  i n  a s s a y  d i l u e n t  -  s e e  T a b l e  2 . 2 )  w e r e  
a d d e d  t o  w e l l s  i n  d u p l i c a t e ,  a n d  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  4 O C .  T h e  
f o l l o w i n g  d a y  p l a t e s  w e r e  w a s h e d  x 4  w i t h  w a s h  b u f f e r .  1 0 0 p 1  o f  t h e  b i o t i n y l a t e d  
p 4 0  d e t e c t i o n  a n t i b o d y ,  d i l u t e d  i n  a s s a y  d i l u e n t  ( 1 : 5 0 0  d i l u t i o n ) ,  w a s  a d d e d  t o  
e a c h  w e l l  a n d  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  1  h o u r  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  P l a t e s  w e r e  
w a s h e d  x 4  w i t h  w a s h  b u f f e r  a n d  l O O p l  o f  s t r e p t a v i d i n - H R P  ( 1 : 2 5 0  d i l u t i o n  i n  
a s s a y  d i l u e n t )  w a s  a d d e d  t o  e a c h  w e l l .  P l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  2 0  m i n u t e s  a t  
r o o m  t e m p e r a t u r e .  
F i n a l l y ,  w e l l s  w e r e  w a s h e d  x 4  w i t h  w a s h  b u f f e r .  1 0 0 p . l  o f  
T M B  ( e B i o s c i e n c e  -  s u p p l i e d  w i t h  k i t )  w a s  a d d e d  t o  e a c h  w e l l  a n d  p l a t e s  
i n c u b a t e d  i n  t h e  d a r k .  T h e  r e a c t i o n  w a s  s t o p p e d  b y  a d d i n g  5 0 p 1  2 N  H 2 S 0 4  p e r  
w e l l  o n c e  t h e  c o l o u r  h a d  d e v e l o p e d .  O p t i c a l  d e n s i t i e s  w e r e  r e a d  i m m e d i a t e l y  a t  
4 5 0  n m  m i c r o p l a t e - r e a d e r  ( V E R S A  A m a x  m i c r o p l a t e  r e a d e r ,  M o l e c u l a r  d e v i c e s ,  
C A ,  U S A ) .  T h e  c y t o k i n e  c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  s u p e r n a t a n t s  w e r e  d e t e r m i n e d  
f r o m  s t a n d a r d  c u r v e s .  
T A B L E  2 . 2  C o n c e n t r a t i o n s  o f  s t a n d a r d s ,  a n d  c a p t u r e  a n d  d e t e c t i o n  a n t i b o d i e s  u s e d  i n  
s a n d w i c h  E L I S A  a s s a y s  
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2 . 5  C E L L  S U R F A C E  M A R K E R  S T A I N I N G  
2 . 5 . 1  
B A S I C  P R I N C I P L E S  O F  F L O W  C Y T O M E T R Y  
F l o w  c y t o m e t r y  i s  a  p r o c e s s  u s e d  t o  c h a r a c t e r i s e  t h e  p r o p e r t i e s  o f  i n d i v i d u a l  c e l l s  
a s  t h e y  p a s s  b y  l a s e r  b e a m s  o f  l i g h t .  I t  c a n  p r o v i d e  i n f o r m a t i o n  a b o u t  t h e  s i z e  
a n d  g r a n u l a r i t y  o f  a  c e l l ,  a n d  t h e  e x p r e s s i o n  o f  p r o t e i n  m a r k e r s  o n ,  o r  i n  a  
p a r t i c u l a r  c e l l .  
T o  a n a l y s e  p r o t e i n  e x p r e s s i o n ,  c e l l s  a r e  i n c u b a t e d  w i t h  s p e c i f i c  m o n o c l o n a l  
a n t i b o d i e s  w h i c h  b i n d  t o  t h e  p r o t e i n  o f  i n t e r e s t .  T h e s e  a n t i b o d i e s  a r e  u s u a l l y  
c o n j u g a t e d  t o  f l u o r o c h r o m e s  t h a t  e m i t  l i g h t  a t  v a r i o u s  w a v e l e n g t h s  a f t e r  
e x c i t a t i o n  b y  t h e  l a s e r  b e a m ,  e n a b l i n g  t h e  p r o t e i n s  t o  b e  d e t e c t e d .  A f t e r  c e l l s  
h a v e  b e e n  l a b e l l e d  w i t h  f l u o r o c h r o m e - c o n j u g a t e d  a n t i b o d i e s ,  t h e  c e l l  s u s p e n s i o n  
i s  f o r c e d ,  a l o n g  w i t h  s h e a t h  f l u i d ,  t h r o u g h  a  n o z z l e  e n a b l i n g  t h e  c e l l s  t o  b e  
i n d i v i d u a l l y  s p a c e d  i n  a  s t r e a m  o f  l i q u i d .  A s  e a c h  c e l l  p a s s e s  t h e  l a s e r  b e a m ,  
( u s u a l l y  a n  a r g o n  l i g h t  w i t h  a n  e x c i t a t i o n  w a v e l e n g t h  o f  4 8 8 n m ) ,  t h e  l i g h t  i s  
s c a t t e r e d  a n d  t h e  f l u o r o c h r o m e - c o n j u g a t e d  a n t i b o d i e s  f l u o r e s c e .  T h e  s c a t t e r e d  
l i g h t  i s  d e t e c t e d  b y  p h o t o m u l t i p l i e r  t u b e s  t h a t  m e a s u r e  b o t h  t h e  s i z e  o f  a  c e l l ,  
d e t e c t e d  a s  f o r w a r d  s c a t t e r  ( F S C ) ,  a n d  c e l l  g r a n u l a r i t y ,  d e t e c t e d  a s  s i d e  s c a t t e r  
( S S C ) .  T h i s  e n a b l e s  t h e  d i s t i n c t i o n  o f  d i f f e r e n t  c e l l  t y p e s  b a s e d  o n  t h e i r  s i z e  a n d  
g r a n u l a r i t y .  F o r  e x a m p l e ,  m a c r o p h a g e  a r e  l a r g e  a n d  g r a n u l a r  c o m p a r e d  t o  
l y m p h o c y t e s ,  w h i c h  a r e  a  m u c h  s m a l l e r  a n d  l e s s  g r a n u l a r .  
T h e  f l u o r e s c e n c e  e m i t t e d  f r o m  t h e  f l u o r o c h r o m e - c o n j u g a t e d  a n t i b o d i e s  a r e  a l s o  
d e t e c t e d  b y  p h o t o m u l t i p l i e r  t u b e s .  T h e r e  a r e  f o u r  m a i n  f l u o r o c h r o m e s  u s e d  i n  
f l o w  c y t o m e t r y :  
1 .  F I T C  ( f l u o r e s c e i n  i s o t h i o c y a n a t e )  -  e m i t s  l i g h t  a t  a  m a x i m u m  i n t e n s i t y  o f  
5 3 0 n m  a n d  i s  d e t e c t e d  b y  t h e  f l u o r e s c e n t  d e t e c t o r  F L 1 .  
2 .  P E  ( p h y c o e r y t h r i n )  -  e m i t s  l i g h t  a t  5 7 8 n m  a n d  i s  d e t e c t e d  b y  F L 2  
3 .  P e r C P  ( p e r i d i n  c h l o r o p h y l l  p r o t e i n )  -  e m i t s  l i g h t  a t  6 7 5 n m  a n d  i s  d e t e c t e d  
b y  F L 3  
4 .  A P C  ( a l l o p h y c o c y a n i n )  -  e m i t s  l i g h t  a t  6 6 0 n m  a n d  i s  d e t e c t e d  b y  F L 4 .  
T h e  i n f o r m a t i o n  f r o m  t h e  f l o w  c y t o m e t e r  ( F A C S  [ f l u o r e s c e n c e  a c t i v a t e d  c e l l  
s o r t e r ]  c a l i b u r ;  B e c t o n  D i c k i n s o n )  i s  t h e n  f e e d  t o  a  c o m p u t e r  w h e r e  t h e  d a t a  c a n  
b e  a n a l y s e d .  
( h t t p : / / w w w . p e t e r m a c . o r g / p d f / I n t r o % 2 0 t o % 2 O F l o w % 2 O C y t o m e t r y % 2 O . p d ~ .  
I s o t y p e  c o n t r o l s  s h o u l d  b e  u s e d  a t  i d e n t i c a l  c o n c e n t r a t i o n s  a n d  s t a i n i n g  
c o n d i t i o n s  a s  t h e  t a r g e t  p r i m a r y  a n t i b o d i e s  d u r i n g  s a m p l e  p r e p a r a t i o n  f o r  f l o w  
c y t o m e t r y .  A n  i s o t y p e  c o n t r o l  i s  a n  a n t i b o d y  o f  t h e  s a m e  i m m u n o g l o b u l i n  
s u b c l a s s  a n d  f r o m  t h e  s a m e  s p e c i e s  a s  t h e  p r i m a r y  a n t i b o d y .  H o w e v e r ,  t h i s  
a n t i b o d y  i s  n o t  r a i s e d  a g a i n s t  a n y t h i n g .  T h e y  a r e  u s e d  t o  e s t i m a t e  t h e  n o n -  
s p e c i f i c  b i n d i n g  o f  t a r g e t  p r i m a r y  a n t i b o d i e s  t o  c e l l  s u r f a c e  a n t i g e n s .  N o n -  
s p e c i f i c  b i n d i n g  i s  d u e  t o  F c  r e c e p t o r  b i n d i n g  o r  o t h e r  p r o t e i n - p r o t e i n  
i n t e r a c t i o n s ,  a n d  i s o t y p e  c o n t r o l s  n o r m a l l y  s h o w  n e g l i g i b l e  c r o s s - r e a c t i v i t y  w i t h  
c e l l  s u r f a c e  a n t i g e n s  o n  t i s s u e  s e c t i o n s  o r  i n  c e l l u l a r  p r e p a r a t i o n s  
2 . 5 . 2  
C E L L  S U R F A C E  M A R K E R  S T A I N I N G  M E T H O D  
C e l l s  w e r e  r e m o v e d  f r o m  t i s s u e  c u l t u r e  p l a t e s  a n d  c o l l e c t e d  i n  f a l c o n  t u b e s .  A n  
e q u a l  v o l u m e  o f  F C S  w a s  a d d e d  f o r  1 5  m i n u t e s  t o  p r e v e n t  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g .  
T u b e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  1 2 0 0 r p m  f o r  5  m i n u t e s  a n d  c e l l s  r e s u s p e n d e d  i n  F A C S  
b u f f e r  [ s e e  A p p e n d i x ] .  2 0 0 ~ 1  o f  c e l l s  w e r e  a d d e d  t o  a  9 6 - w e l l  r o u n d  b o t t o m  
p l a t e  t o  g i v e  a p p r o x i m a t e l y  4 0 0 , 0 0 0  c e l l s  p e r  w e l l .  1  w e l l  p e r  t r e a t m e n t  g r o u p  
( i . e . ,  e a c h  P U F A  t r e a t m e n t  + I -  L P S )  w a s  a l l o c a t e d  f o r  e a c h  a n t i b o d y  g r o u p  p l u s  1  
w e l l  f o r  e a c h  c o r r e s p o n d i n g  i s o t y p e  c o n t r o l  g r o u p .  
P l a t e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  2 0 0 0 r p m  f o r  1 0  m i n u t e s  a n d  s u p e r n a t a n t  c a r e f u l l y  
r e m o v e d  f r o m  t h e  w e l l s .  1 0 0 ~ 1  o f  t h e  c o r r e c t  a n t i b o d y  o r  i s o t y p e  m i x t u r e  w a s  
a d d e d  t o  t h e  a p p r o p r i a t e  w e l l s .  P l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  t h e  d a r k  a t  4OC f o r  3 0  
m i n u t e s .  F o l l o w i n g  i n c u b a t i o n ,  p l a t e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  2 0 0 0 r p m  f o r  1 0  
m i n u t e s  a t  4 ° C .  C e l l s  w e r e  w a s h e d  t w i c e  i n  2 0 0 p l  F A C S  b u f f e r ,  a n d  t h e n  f i x e d  
i n  2 0 0 ~ 1 4 %  f o r m a l d e h y d e / P B S  b e f o r e  b e i n g  t r a n s f e r r e d  t o  l a b e l l e d  F A C S  t u b e s .  
S a m p l e s  w e r e  a c q u i r e d  i m m e d i a t e l y  o r  l e f t  o v e r n i g h t  i n  t h e  d a r t  a t  4OC. 3 0 , 0 0 0  
e v e n t s  w e r e  a c q u i r e d  p e r  s a m p l e  u s i n g  a  4 - c o l o u r  F A C S  ( f l u o r e s c e n c e  a c t i v a t e d  
c e l l  s o r t e r )  c a l i b e r  ( B e c t o n  D i c k i n s o n ) .  D a t a  w a s  a n a l y s e d  u s i n g  C e l l Q u e s t  
s o f t w a r e  a n d  s a m p l e s  g a t e d  o n  C D l  l c +  c e l l s  f o r  D C  s a m p l e s ,  o r  C D 3 ' / C D 4 +  
c e l l s  f o r  T  c e l l  s a m p l e s  t o  e n s u r e  h i s t o g r a m s  a n d  d o t  p l o t s  r e p r e s e n t e d  p u r e  c e l l  
p o p u l a t i o n s .  
T A B L E  2 . 3  A n t i b o d y  g r o ~ i p s  g e n e r a l l y  u s e d  f o r  D C f l o w  c y t o m e t t y  
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1  A n t K o d y  
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2 . 6  N U C L E A R  A N D  C Y T O S O L I C  P R O T E I N  
2 . 6 . 1  E X T R A C T I O N  P R O T O C O L  
S t o c k  b u f f e r s  w e r e  m a d e  u p  i n  d H 2 0  a n d  k e p t  a t  4 ° C  ( 1 M  H E P E S  p H  7 . 9 ,  1 M  
M g C 1 2 ,  1 M  K C l ,  0 . 5 m  P M S F ,  1 M  N a C 1 ,  0 . 5 M  E D T A ,  2 0 %  ( v l v )  &  2 5 %  ( v l v )  
g l y c e r o l ) .  1 M  D T T  w a s  k e p t  a t  - 2 0 ° C .  
T o  m a k e  a  0 . 5 M  s o l u t i o n  o f  P M S F ,  0 . 3 4 8 4 g  P M S F  w a s  a d d e d  t o  4 m l  a c e t o n e  
a n d  t h e  s o l u t i o n  w a s  p r o t e c t e d  f r o m  l i g h t .  P M S F  a n d  D T T  w e r e  a d d e d  t o  t h e  
b u f f e r s  j u s t  b e f o r e  u s e  a n d  a l l  s t e p s  w e r e  c a r r i e d  o u t  o n  i c e .  
2 . 6 . 2  B U F F E R S  
T h e  b u f f e r s  b e l o w  w e r e  u s e d  o n  4 x 1 0 ~  c e l l s  a n d  w e r e  s c a l e d  u p / d o w n  w h e r e  
n e c e s s a r y .  O n  d a y  o f  e x t r a c t i o n  b u f f e r s  A - D  w e r e  m a d e  u p  w i t h o u t  P M S F D T T  
a n d  s t o r e d  o n  i c e .  P M S F D T T  w e r e  a d d e d  j u s t  b e f o r e  u s e  ( * )  

2 . 6 . 4  B R A D F O R D  A S S A Y  
D e t e r m i n a t i o n  o f  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  w a s  p e r f o r m e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d  
o r i g i n a l l y  d e s c r i b e d  b y  ( B r a d f o r d ,  1 9 7 6 ) .  A  l m g l m l  s t o c k  o f  B S A  i n  d H 2 0  w a s  
p r e p a r e d .  S t a n d a r d s  w e r e  d i l u t e d  f r o m  t h i s  s t o c k  t o  a  c o n c e n t r a t i o n  t o  2 5 ,  2 0 ,  1 5 ,  
1 0 ,  5 , 2 . 5 ,  1 . 2 5  a n d  O p g l m l .  S t a n d a r d s  f o r  c y t o s o l i c  s a m p l e s  w e r e  d i l u t e d  i n  P B S  
w h e r e a s  s t a n d a r d s  f o r  n u c l e a r  e x t r a c t s  w e r e  d i l u t e d  i n  b u f f e r  D .  C y t o s o l i c  
s a m p l e s  w e r e  d i l u t e d  1 : 7 5  w i t h  P B S ,  a n d  n u c l e a r  s a m p l e s  d i l u t e d  1 : 2 0  w i t h  
b u f f e r  D  b e f o r e  1 6 0 ~ 1  o f s a m p l e s  a n d  s t a n d a r d s  w e r e  a d d e d  t o  a  9 6 - w e l l  p l a t e  i n  
d u p l i c a t e .  4 0 p 1  o f  B I O R A D  p r o t e i n  a s s a y  w a s  a d d e d  t o  a l l  s a m p l e s  a n d  
s t a n d a r d s  a n d  m i x e d  w e l l .  T h e  p l a t e  w a s  l e f t  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  1 0  m i n u t e s  
t o  a l l o w  t h e  r e a c t i o n  t o  t a k e  p l a c e  b e f o r e  p l a t e s  w e r e  r e a d  a t  5 9 5 n m .  T h e  p r o t e i n  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  s a m p l e s  w e r e  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  r e l e v a n t  s t a n d a r d  c u r v e .  
2 . 7  W E S T E R N  B L O T S  
2 . 7 . 1  P R I N C I P L E S  W E S T E R N  B L O T T I N G  
P r o t e i n  b l o t t i n g  i s  a n  a n a l y t i c a l  m e t h o d  t h a t  i n v o l v e s  t h e  i m m o b i l i s a t i o n  o f  
p r o t e i n s  o n t o  m e m b r a n e s  b e f o r e  d e t e c t i o n  u s i n g  a n t i b o d i e s .  I n  w e s t e r n  b l o t t i n g ,  
p r i o r  t o  p r o t e i n  i m m o b i l i s a t i o n ,  s a m p l e  p r o t e i n s  a r e  s e p a r a t e d  u s i n g  S D S  
p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( S D S - P A G E ) .  D u r i n g  S D S - P A G E  p r o t e i n s  
a r e  e l e c t r o p h o r e t i c a l l y  s e p a r a t e d  b a s e d  o n  w e i g h t  a s  t h e y  m i g r a t e  t h r o u g h  a  
p o l y a c r y l a m i d e  g e l  m a t r i x .  I n  o r d e r  t o  m a k e  t h e  p r o t e i n s  a c c e s s i b l e  t o  a n t i b o d y  
d e t e c t i o n ,  a n  e l e c t r i c  c u r r e n t  i s  u s e d  t o  p u l l  p r o t e i n s  f r o m  t h e  g e l  o n t o  a  
m e m b r a n e  m a d e  o f  n i t r o c e l l u l o s e  o r  p o l y v i n y l i d e n e  f l u o r i d e  ( P V D F ) .  
B e f o r e  
i n c u b a t i n g  w i t h  a n t i b o d y ,  t h e  m e m b r a n e  i s  b l o c k e d  t o  p r e v e n t  n o n - s p e c i f i c  
b i n d i n g  a n d  t h e n  i n c u b a t e d  w i t h  p r i m a r y  a n t i b o d y .  A f t e r  r i n s i n g ,  t h e  m e m b r a n e  
i s  e x p o s e d  t o  a n o t h e r  a n t i b o d y ,  d i r e c t e d  a t  a  s p e c i e s - s p e c i f i c  p o r t i o n  o f  t h e  
p r i m a r y  a n t i b o d y .  T h i s  i s  k n o w n  a s  a  s e c o n d a r y  a n t i b o d y ,  a n d  i t  i s  u s u a l l y  l i n k e d  
t o  b i o t i n  o r  t o  a  r e p o r t e r  e n z y m e  s u c h  a s  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  o r  h o r s e r a d i s h  
p e r o x i d a s e  ( H R P ) .  M o s t  c o m m o n l y ,  a  H R P - l i n k e d  s e c o n d a r y  i s  u s e d  i n  
c o n j u n c t i o n  w i t h  a  c h e m i l u m i n e s c e n t  a g e n t ,  a n d  t h e  r e a c t i o n  p r o d u c t  p r o d u c e s  
l u m i n e s c e n c e  i n  p r o p o r t i o n  t o  t h e  a m o u n t  o f  p r o t e i n  p r e s e n t .  A  s e n s i t i v e  s h e e t  o f  
p h o t o g r a p h i c  f i l m  i s  p l a c e d  a g a i n s t  t h e  m e m b r a n e ,  a n d  e x p o s u r e  t o  t h e  l i g h t  f r o m  
t h e  r e a c t i o n  c r e a t e s  a n  i m a g e  o f  t h e  a n t i b o d i e s  b o u n d  t o  t h e  b l o t .  T h e  i m a g e  o n  
t h e  f i l m  c a n  b e  a n a l y s e d  b y  d e n s i t o m e t r y ,  w h i c h  e v a l u a t e s  t h e  r e l a t i v e  a m o u n t  o f  
p r o t e i n  s t a i n i n g  a n d  q u a n t i f i e s  t h e  r e s u l t s  i n  t e r m s  o f  o p t i c a l  d e n s i t y .  
2 . 7 . 2  
P R E P A R A T I O N  O F  S A M P L E S  F O R  G E L  E L E C T R O P H O R E S I S  
N u c l e a r  a n d  c y t o s o l i c  f r a c t i o n s  w e r e  e q u a l i z e d  f o r  p r o t e i n  b y  p e r f o r m i n g  a n  
a c e t o n e  p r e c i p i t a t i o n  s t e p .  5 x  v o l u m e  o f  a c e t o n e  w a s  a d d e d  t o  a  c a l c u l a t e d  a n d  
e q u a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  p r o t e i n  f o r  e a c h  s a m p l e  a n d  t u b e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  - 2 0 ° C  
f o r  2  h o u r s .  T u b e s  w e r e  t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  1 2 0 0 0 r p m  f o r  5  m i n u t e s ,  t h e  a c e t o n e  
p i p e t t e d  o f f  a n d  a n y  r e m a i n i n g  l i q u i d  a l l o w e d  t o  e v a p o r a t e  a t  R T .  1 5 p 1  o f  
s a m p l e  b u f f e r  [ s e e  A p p e n d i x ]  w a s  a d d e d  t o  e a c h  t u b e .  T u b e s  w e r e  v o r t e x e d  
v i g o r o u s l y  t o  e n s u r e  f u l l  r e s u s p e n s i o n  o f  t h e  p r o t e i n  p e l l e t ,  a n d  b o i l e d  a t  1 0 0 ° C  
f o r  5  m i n u t e s .  
2 . 7 . 2  G E L  E L E C T R O P H O R E S I S  
P r o t e i n s  w e r e  f r a c t i o n a t e d  b y  S D S  d e n a t u r i n g  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  
( S D S  P A G E ) .  A c r y l a m i d e  g e l s  ( 1 0 % )  [ s e e  A p p e n d i x ]  w e r e  c a s t  b e t w e e n  t w o  
g l a s s  p l a t e s  a n d  a f f i x e d  t o  t h e  e l e c t r o p h o r e s i s  u n i t  u s i n g  s p r i n g  c l a m p s .  
E l e c t r o d e  r u n n i n g  b u f f e r  [ s e e  A p p e n d i x ]  w a s  a d d e d  t o  t h e  u p p e r  a n d  l o w e r  
r e s e r v o i r s .  1 2 p l  o f  p r e p a r e d  s a m p l e s  w e r e  l o a d e d  i n t o  t h e  w e l l s  a n d  r u n  a t  3 0 m A  
p e r  g e l  f o r  a p p r o x i m a t e l y  3 0  m i n u t e s .  
P r e - s t a i n e d  p r o t e i n  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r s  ( B i o - R a d  l a b o r a t o r i e s )  r a n g i n g  
f r o m  1 0 - 2 5 0  k D a  w a s  a d d e d  t o  o n e  w e l l  i n  e a c h  g e l .  
2 . 7 . 3  W E S T E R N  B L O T T I N G  
W e s t e r n  b l o t t i n g  w a s  c a r r i e d  o u t  u s i n g  t h e  s e m i - d r y  m e t h o d  f o r  t h e  t r a n s f e r  o f  
e l e c t r o p h o r e s e d  p r o t e i n s  t o  i r n m o b i l i s i n g  m e m b r a n e s .  D u r i n g  g e l  
e l e c t r o p h o r e s i s ,  p o l y v i n y l i d e n e  f l u o r i d e  ( P V D F )  t r a n s f e r  m e m b r a n e  ( 0 . 4 5 p m ,  
P a l l  L i f e  S c i e n c e s )  w a s  i m m e r s e d  i n  m e t h a n o l  f o r  6 0  s e c o n d s  a n d  t h e n  
e q u i l i b r a t e d  i n  t r a n s f e r  b u f f e r  [ s e e  A p p e n d i x ]  f o r  a p p r o x i m a t e l y  2 0 - 3 0  m i n u t e s  
p r i o r  t o  s e m i - d r y  t r a n s f e r .  W h a t m a n n  3 m m  f i l t e r  p a p e r  o f  t h e  s a m e  d i m e n s i o n s  
w a s  a l s o  s a t u r a t e d  i n  t r a n s f e r  b u f f e r  p r i o r  t o  s e m i - d r y  b l o t  s a n d w i c h  a s s e m b l y ,  
w h i c h  w a s  a s s e m b l e d  i n  t h e  o r d e r  c a t h o d e ,  2 x  f i l t e r  p a p e r ,  a c r y l a m i d e  g e l ,  P V D F  
m e m b r a n e ,  2 x  f i l t e r  p a p e r  a n d  a n o d e .  E l e c t r o p h o r e t i c  t r a n s f e r  w a s  p e r f o r m e d  a t  
2 0 0 r n A  f o r  7 5  m i n u t e s .  F o l l o w i n g  s e m i - d r y  t r a n s f e r ,  t h e  P V D F  m e m b r a n e  w a s  
r e m o v e d  a n d  p r o c e s s e d  f o r  i m m u n o b l o t t i n g .  
2 . 7 . 4  I M M U N O D E T E C T I O N  A N D  D E V E L O P M E N T  
F o l l o w i n g  t r a n s f e r ,  n o n - s p e c i f i c  s i t e s  o n  t h e  m e m b r a n e  w e r e  b l o c k e d  w i t h  
f r e s h l y  p r e p a r e d  P B S / 1 0 %  ( w / v )  M a r v e l / O . O 5 %  ( v / v )  T w e e n  2 0 0 3  ( b l o c k i n g  
b u f f e r )  f o r  1  h o u r  w i t h  g e n t l e  a g i t a t i o n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  
M e m b r a n e s  w e r e  
t h e n  w a s h e d  x 3  w i t h  P B S / O . O 5 %  ( v / v )  T w e e n  2 0 @  ( w a s h i n g  b u f f e r )  a n d  
i n c u b a t e d  w i t h  a p p r o p r i a t e  p r i m a r y  a n t i b o d i e s ,  d i l u t e d  i n  P B S / 5 %  ( w / v )  
M a r v e l / O . O S %  ( v / v )  T w e e n  2 0 @  ( r e a g e n t  d i l u e n t ) .  M e m b r a n e s  w e r e  g e n t l y  
a g i t a t e d  w i t h  t h e  p r i m a r y  a n t i b o d i e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  1  h o u r  t h e n  l e f t  
o v e r n i g h t  a t  4 ° C .  F o l l o w i n g  o v e r n i g h t  i n c u b a t i o n ,  m e m b r a n e s  w e r e  w a s h e d  x 8 -  
1 0  t i m e s  o v e r  1  h o u r  w i t h  w a s h i n g  b u f f e r .  M e m b r a n e s  w e r e  t h e n  i n c u b a t e d  w i t h  
t h e  r e l e v a n t  h o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e - c o n j u g a t e d  s e c o n d a r y  a n t i b o d y ,  d i l u t e d  a s  
r e q u i r e d  i n  r e a g e n t  d i l u e n t ,  f o r  1  h o u r  w i t h  g e n t l e  s h a k i n g .  F o l l o w i n g  i n c u b a t i o n  
w i t h  s e c o n d a r y  a n t i b o d y ,  m e m b r a n e s  w e r e  w a s h e d  x 8 - 1 0  w i t h  w a s h i n g  b u f f e r  
o v e r  t h e  c o u r s e  o f  1  h o u r .  
H R P - l a b e l l e d  a n t i b o d y  c o m p l e x e s  w e r e  v i s u a l i s e d  u s i n g  t h e  e n h a n c e d  
c h e r n i l u m i n e s c e n c e  ( E C L )  m e t h o d .  M e m b r a n e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  5  m i n u t e s  i n  
3 m l  o f  S u p e r s i g n a l  W e s t  P i c o  C h e m i l u m i n e s c e n t  s u b s t r a t e  ( P i e r c e  I L L  U S A ) .  
E x c e s s  s u b s t r a t e  w a s  d e c a n t e d  a n d  t h e  m e m b r a n e  p l a c e d  b e t w e e n  a c e t a t e  s h e e t s  
a n d  i m m e d i a t e l y  e x p o s e d  X - r a y  f i l m  ( A m e r s h a m ,  G E  H e a l t h c a r e )  i n  a  d a r k  r o o m  
u n d e r  r e d  l i g h t .  T h e  f i l m  w a s  d e v e l o p e d  u s i n g  a  f i l m  H y p e r p r o c e s s o r  
( A m e r s h a m  P h a r m a c i a  B i o t e c h ) .  E x p o s u r e  t i m e s  v a r i e d  d e p e n d i n g  o n  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  p r o t e i n  u s e d  a n d  t h e  i n t e n s i t y  o f  s i g n a l s  o b t a i n e d ,  s o  v a r i e d  
f r o m  1  m i n u t e  t o  o v e r n i g h t  e x p o s u r e .  T h e  d e n s i t y  o f  t h e  r e s u l t a n t  b a n d s  w e r e  
c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  d e n s i t o m e t r y  p r o g r a m  o n  t h e  S y n g e n e  g e l  a n a l y s i s  a n d  
d o c u m e n t a t i o n  s y s t e m  ( S y n g e n e  N J  U S A ) .  
2 . 7 . 5  S T R I P P I N G  A N D  R E - P R O B I N G  M E M B R A N E S  
T o  r e p r o b e  m e m b r a n e s ,  a n t i b o d y  c o m p l e x e s  
w e r e  r e m o v e d  b y  i n c u b a t i n g  
m e m b r a n e s  i n  l O m l  s t r i p p i n g  b u f f e r  [ s e e  A p p e n d i x ]  a t  5 6 ° C  f o r  3 0  m i n u t e s  
f o l l o w e d  b y  x 6  5  m i n u t e  w a s h e s  i n  P B S / O . O 5 %  ( v / v )  T w e e n  2 0 0 .  A t  t h i s  p o i n t  
t h e  m e m b r a n e  w a s  e i t h e r  r e - p r o b e d  w i t h  a n t i b o d i e s  o r  s t o r e d  a t  4 ° C .  
2 . 8  A D O P T I V E  T R A N S F E R  E X P E R I M E N T  
B o n e  m a r r o w  d e r i v e d  d e n d r i t i c  c e l l s  w e r e  g r o w n  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  2 . 3 . 2  i n  
t h e  p r e s e n c e  o f  G M S C F  a l o n g  w i t h  D M S O ,  C L A  o r  L A  ( 5 0 p M ) .  O n  t h e  s i x t h  
d a y  o f  c u l t u r e ,  D C  w e r e  s t i m u l a t e d  w i t h  K L H  ( 1 0 p g / m l )  o r  m e d i a  a l o n e .  A f t e r  
2 4  h o u r s  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d ,  w a s h e d  i n  P B S ,  a n d  i n j e c t e d  i n t o  t h e  f o o t p a d s  o f  
r e c i p i e n t  B A L B I c  m i c e  ( l o 5  c e l l s  p e r  f o o t p a d  i n  2 5 p l  P B S ) .  P o p l i t e a l  l y m p h  
n o d e s  a n d  s p l e e n s  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  r e c i p i e n t  m i c e  7  d a y s - p o s t  c e l l  t r a n s f e r  a n d  
p l a c e d  o n  i c e  i n  X v i v o l 5  m e d i a  u n t i l  p r o c e s s e d .  T o  o b t a i n  a  s i n g l e  c e l l  
s u s p e n s i o n ,  l y m p h  n o d e s  w e r e  p u s h e d  t h r o u g h  a  4 0 p M  c e l l  s t r a i n e r ,  w a s h e d  i n  
X v i v o l 5  m e d i a  a n d  r e s u s p e n d e d  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 x 1 0 ~  c e l l s / m l .  A  s i n g l e  
c e l l  s u s p e n s i o n  o f  s p l e n o c y t e s  w a s  a c h i e v e d  b y  f o l l o w i n g  t h e  R B C  l y s i s  s t e p  
d e t a i l e d  i n  s e c t i o n  2 . 3 . 9 ,  i . e .  s p l e e n s  w e r e  p u s h e d  t h r o u g h  a  c e l l  s t r a i n e r  ( 4 0 p M ) ,  
e r y t h r o c y t e s  l y s e d ,  c e l l s  w a s h e d  a n d  f i n a l l y  r e s u s p e n d e d  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  
2 x  1  o 6  c e l l s / m l .  
2 0 0 p l  o f  c e l l s  a t  t h e  a b o v e  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  a d d e d  i n  t r i p l i c a t e  t o  9 6 - w e l l  
r o u n d - b o t t o m  p l a t e s  p r e - c o a t e d  w i t h  m e d i a ,  K L H  ( 2 ,  1 0  a n d  5 0 p g / m l ) ,  o r  1  p g l m l  
a n t i - m o u s e  C D 3  ( B D  P h a r m i n g e n )  a n d  2 0 n g / m l  P M A  ( S i g m a  A l d r i c h ) .  
S u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  f r o m  t h e  p l a t e s  a f t e r  7 2  h o u r s  a n d  a s s e s s e d  f o r  l e v e l s  
o f  I L - 2 ,  I L - 4 ,  L - 1 0 ,  I L - 1 7 ,  a n d  I F N - y  u s i n g  s p e c i f i c  i m m u n o a s s a y s  ( R & D  
D u o S e t  E L I S A  k i t s ) .  
2 . 9  P R O L I F E R A T I O N  A S S A Y  U S I N G  [ 3 ~ ] - ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  
I N C O R P O R A T I O N  
2 . 9 . 1  P R I N C I P L E S  O F  T H Y M I D I N E  I N C O R P O R A T I O N  A S  A  
M E T H O D  O F  M E A S U R I N G  P R O L I F E R A T I O N  
P r o l i f e r a t i o n  t e c h n i q u e s  e m p l o y  t h e  p r i n c i p l e  t h a t  c e l l s  w i l l  i n c o r p o r a t e  
r a d i o l a b e l l e d  p r e c u r s o r s  o f  D N A  a n d  p r o t e i n  i n t o  n e w l y  s y n t h e s i z e d  
m a c r o m o l e c u l e s .  O n e  o f  t h e  m o s t  f r e q u e n t l y  u s e d  r a d i o l a b e l l e d  p r e c u r s o r s  i s  
t h y m i d i n e ,  w h i c h  i s  g e n e r a l l y  l a b e l l e d  w i t h  t r i t i u m  ( 3 ~ ) .  Q u a n t i t a t i v e  
m e a s u r e m e n t  o f  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  t r i t i a t e d  t h y m i d i n e  i n t o  c u l t u r e s  o f  
s t i m u l a t e d  l y m p h o c y t e s  i s  r o u t i n e l y  u s e d  a s  a n  i n d i c a t i o n  o f  t h e  
i m m u n o c o m p e t e n c e  o f  t h e  c e l l s  a n d  o f  t h e i r  p r o l i f e r a t i o n .  
I n  g e n e r a l ,  [ 3 ~ ]  l a b e l l e d  t h y m i d i n e  i s  a d d e d  t o  c e l l s  f o r  a  c o n t r o l l e d  l e n g t h  o f  
t i m e ;  c e l l s  a r e  h a r v e s t e d  o n t o  g l a s s  f i b r e  f i l t e r s ,  a n d  r a d i o a c t i v i t y  m e a s u r e d  b y  
s c i n t i l l a t i o n  c o u n t i n g .  C e l l  g r o w t h  i s  c o r r e l a t e d  t o  t h e  a m o u n t  o f  l a b e l l e d  
t h y m i d i n e  w h i c h  w a s  i n c o r p o r a t e d  d u r i n g  D N A  s y n t h e s i s .  A  s c i n t i l l a t i o n  
c o u n t e r  m e a s u r e s  r a d i a t i o n  f r o m  b e t a - e m i t t i n g  n u c l i d e s .  S a m p l e s  a r e  c o v e r e d  i n  
a  s c i n t i l l a t i o n  f l u i d  c o n t a i n i n g  a n  a r o m a t i c  s o l v e n t  a n d  s m a l l  a m o u n t s  o f  o t h e r  
a d d i t i v e s  k n o w n  a s  f l u o r s .  B e t a  p a r t i c l e s  e m i t t e d  f r o m  t h e  l a b e l l e d  t h y m i d i n e  i n  
t h e  s a m p l e  t r a n s f e r  e n e r g y  t o  t h e  s o l v e n t  m o l e c u l e s ,  w h i c h  i n  t u r n  t r a n s f e r  t h e i r  
e n e r g y  t o  t h e  f l u o r s ;  t h e  e x c i t e d  f l u o r  m o l e c u l e s  d i s s i p a t e  t h e  e n e r g y  b y  e m i t t i n g  
l i g h t .  I n  t h i s  w a y ,  e a c h  b e t a  e m i s s i o n  r e s u l t s  i n  a  p u l s e  o f  l i g h t  a n d  t h e  
s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r  r e p o r t s  t h e  n u m b e r  o f  p h o t o n s  t h a t  i t  d e t e c t s  a s  c o u n t s  p e r  
m i n u t e  ( c p m ) .  
2 . 9 . 2  P R O L I F E R A T I O N  A S S A Y  M E T H O D O L O G Y  
T h e  p r o l i f e r a t i o n  o f  T  c e l l s  w a s  a s s e s s e d  u s i n g  t h e  t h y m i d i n e  i n c o r p o r a t i o n  
m e t h o d :  F o l l o w i n g  s u p e r n a t a n t  r e m o v a l  f r o m  t h e  f e d  T  c e l l s  a n d  i n  t h e  a d o p t i v e  
t r a n s f e r  e x p e r i m e n t  ( s e c t i o n  2 . 8 ) ,  l p C i / w e l l  o f  [ 3 ~ ] - t h y m i d i n e  ( A m e r s h a m ,  G E  
H e a l t h c a r e )  d i l u t e d  i n  2 0 0 p l  X v i v o l 5  m e d i u m  w a s  a d d e d  t o  e a c h  w e l l  a n d  c e l l s  
w e r e  c u l t u r e d  f o r  a  f u r t h e r  6  h o u r s  a t  3 7 ° C .  A f t e r  i n c u b a t i o n  p l a t e s  w e r e  f r o z e n  
a t  - 2 0 ° C .  T o  a s s e s s  t h y m i d i n e  i n c o r p o r a t i o n ,  p l a t e s  w e r e  t h a w e d  a n d  c e l l s  
h a r v e s t e d  o n t o  g l a s s  f i b r e  f i l t e r s  ( W a l l a c ) ,  a n d  a l l o w e d  t o  d r y  o v e r n i g h t .  T h e  
f i l t e r s  w e r e  t h e n  s e a l e d  i n s i d e  p l a s t i c  s a m p l e  b a g s  w i t h  5 m l s  o f  n o n - a q u e o u s  
s c i n t i l l a t i o n  f l u i d  ( B e t a S c i n t ,  W a l l a c )  a n d  r e a d  u s i n g  a  B e t a - p l a t e  s c i n t i l l a t i o n  
c o u n t e r  ( W a l l a c )  [ t h i s  w a s  c a r r i e d  o u t  a t  T r i n i t y  C o l l e g e ,  D u b l i n  u n d e r  
s u p e r v i s i o n ] .  R e s u l t s  a r e  e x p r e s s e d  a s  m e a n  c o u n t s  p e r  m i n u t e  ( c p m )  o f  [ 3 ~ ] -  
t h y m i d i n e  i n c o r p o r a t i o n  f o r  t r i p l i c a t e  c u l t u r e s  o f  l y m p h o c y t e s .  
2 . 1 0  F E E D I N G  S T U D I E S  
A n i m a l s  
w e r e  p u r c h a s e d  a t  4 - 6  w e e k s  o f  a g e  f r o m  H a r l a n  U K  L t d  a n d  
i m m e d i a t e l y  f e d  a  c o n t r o l  d i e t  ( 1  %  ( w / w )  a - l i n o l e i c  a c i d )  o r  a  C L A - i n c o r p o r a t e d  
d i e t  ( 1 %  ( w / w )  C L A )  f o r  5  w e e k s .  T h e  f e e d  w a s  k e p t  a t  4 ° C  a n d  c h a n g e d  o n  a  
d a i l y  b a s i s  t o  p r e v e n t  P U F A  p e r o x i d a t i o n .  
2 . 1 0 . 1  L P S  S H O C K  M O D E L  
A n i m a l s  w e r e  f e d  t h e  C L A - s u p p l e m e n t e d  d i e t  o r  c o n t r o l  d i e t  f o r  5  w e e k s .  T h e r e  
w e r e  1 0  a n i m a l s  i n  e a c h  d i e t  g r o u p ,  h a l f  o f  w h i c h  s e r v e d  a s  a  c o n t r o l  a n d  d i d  n o t  
r e c e i v e  t h e  e n d o t o x i n .  T h e  r e m a i n i n g  f i v e  a n i m a l s  i n  e a c h  d i e t  g r o u p  r e c e i v e d  a n  
i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  o f  3 p g  L P S  ( A l e x i s  B i o c h e m i c a l s )  i n t o  t h e  t a i l  v e i n  i n  
1 0 0 p 1  s t e r i l e  P B S .  A n i m a l s  w e r e  l e f t  f o r  6  h o u r s  a f t e r  w h i c h  t i m e  t h e y  w e r e  
s a c r i f i c e d  a n d  b l o o d  c o l l e c t e d  i n  s t e r i l e  e p p e n d o r f  t u b e s .  B l o o d  w a s  a l l o w e d  t o  
c l o t  o v e r n i g h t  a t  4 ° C  a n d  p l a s m a  r e m o v e d  a f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 2 0 0 0 r p m  f o r  5  
m i n u t e s .  P l a s m a  s a m p l e s  w e r e  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C  a n d  a n a l y s e d  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  
v a r i o u s  c y t o k i n e s  u s i n g  s p e c i f i c  i m m u n o a s s a y s .  
2 . 1 0 . 2  D S S  C O L I T I S  M O D E L  
3  g r o u p s  o f  m i c e  ( 6  p e r  g r o u p )  w e r e  f e d  e i t h e r  t h e  C L A -  o r  L A - i n c o r p o r a t e d  d i e t  
f o r  5  w e e k s .  O n e  g r o u p  o f  m i c e  o n  e a c h  d i e t  w e r e  t h e n  a d m i n i s t e r e d  w i t h  3 %  
( w / v )  D S S  i n  t h e i r  d r i n k i n g  w a t e r  a d  l i b i t u m  f o r  5  d a y s .  N o r m a l  w a t e r  w a s  
r e p l a c e d  a f t e r  t h i s  f o r  a  s u b s e q u e n t  5  d a y s .  T h e  t h i r d  g r o u p  o f  m i c e  w a s  f e d  t h e  
c o n t r o l  d i e t  a n d  h a d  n o r m a l  d r i n k i n g  w a t e r  f o r  t h e  d u r a t i o n  o f  t h e  e x p e r i m e n t  t o  
s e r v e  a s  a  c o n t r o l .  A l l  m i c e  w e r e  w e i g h e d  d a i l y  a n d  a s s e s s e d  f o r  o u t w a r d  s i g n s  
o f  c o l i t i s  i . e .  r e c t a l  b l e e d i n g ,  l o o s e  s t o o l s  a n d  d i a r r h o e a  ( s e e  T a b l e  2 . 5  b e l o w  f o r  
d e t a i l s  o f  s c o r i n g ) .  M i c e  w e r e  s a c r i f i c e d  a n d  t h e  c o l o n  r e m o v e d ,  w e i g h e d ,  
m e a s u r e d  a n d  p r e s e r v e d  i n  f o r m a l i n  f o r  h i s t o l o g i c a l  e x a m i n a t i o n .  
H i s t o l o g i c a l  
e x a m i n a t i o n  o f  t i s s u e  w a s  c a r r i e d  o u t  b y  P r o f e s s o r  B r i a n  S h e e h a n  a t  t h e  
v e t e r i n a r y  c o l l e g e ,  U C D .  
T A B L E  2 . 5  
S c o r i n g  s y s t e m  f o r  t h e  c o m p a r a t i v e  a n a l y s i s  o f  i n t e s t i n a l  
b l e e d i n g  
2 . 1 1  S T A T I S T I C S  
O n e - w a y  a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e  ( A N O V A )  w a s  u s e d  t o  d e t e r m i n e  s i g n i f i c a n t  
d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  c o n d i t i o n s .  W h e n  t h i s  i n d i c a t e d  s i g n i f i c a n c e  ( p < 0 . 0 5 ) ,  p o s t -  
h o c  S t u d e n t - N e w m a n n - K e u l  t e s t  w a s  u s e d  t o  d e t e r m i n e  w h i c h  c o n d i t i o n s  w e r e  
s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f r o m  e a c h  o t h e r .  T h e r e  w a s  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  
b e t w e e n  c e l l s  a l o n e  a n d  D M S O  ( v e h i c l e  c o n t r o l )  t r e a t e d  c e l l s ,  t h e r e f o r e  D M S O  
w a s  u s e d  a s  t h e  r e f e r e n c e  t r e a t m e n t .  
A n  u n p a i r e d  t - t e s t  o r  M a n n - W h i t n e y  U  t e s t  w a s  p e r f o r m e d  t o  a s s e s s  s t a t i s t i c a l  
d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t w o  t r e a t m e n t  g r o u p s  w h e r e  i n d i c a t e d .  
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3 . 1  C H A P T E R  3  I N T R O D U C T I O N  
I n f l a m m a t i o n  i s  t h e  c a u s a t i v e  p r o c e s s  i n  m a n y  c h r o n i c  h u m a n  d i s e a s e s ,  i n c l u d i n g  
r h e u m a t o i d  a r t h r i t i s  a n d  C r o h n ' s  D i s e a s e  ( A n d r e a k o s  e t  u l . ,  2 0 0 4 ) .  S i n c e  m a n y  
o f  t h e  t r e a t m e n t s  a v a i l a b l e  t o  s u f f e r e r s  o f  s u c h  d i s e a s e s  o f t e n  h a v e  s e v e r e  s i d e -  
e f f e c t s  ( e . g .  s t e r o i d a l  d r u g s ) ,  t h e r e  i s  a  c o n s t a n t  q u e s t  f o r  m o r e  n a t u r a l  
t h e r a p e u t i c  a g e n t s .  P o l y u n s a t u r a t e d  a c i d s  ( P U F A )  a r e  f o u n d  n a t u r a l l y  i n  t h e  d i e t ;  
t h e  n - 3  P U F A ,  E P A  a n d  D H A ,  a r e  f o u n d  i n  f i s h  o i l s ,  a n d  C L A ,  a n  n - 6  P U F A  
d e r i v a t i v e ,  i s  p r e s e n t  i n  m e a t  a n d  d a i r y  p r o d u c t s .  T h e s e  f a t t y  a c i d s  h a v e  r e c e i v e d  
m u c h  a t t e n t i o n  r e c e n t l y  a n d  d i e t a r y  i n t e r v e n t i o n  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  P U F A  
h a v e  b e n e f i c i a l  e f f e c t s  i n  a  r a n g e  o f  d i s o r d e r s ,  f o r  e x a m p l e ,  t h e y  h a v e  b e e n  
r e p o r t e d  t o  o f f e r  s o m e  p r o t e c t i o n  a g a i n s t  c o r o n a r y  h e a r t  d i s e a s e  ( H a m e r  &  
S t e p t o e ,  2 0 0 6 ) ,  a n d  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a u t o i m m u n e  d i s e a s e s  ( S i m o p o u l o s ,  
2 0 0 2 ) .  H o w e v e r ,  a f t e r  m u c h  r e s e a r c h  t h e  e x a c t  m e c h a n i s m ( s )  P U F A  u s e  t o  
m a n i p u l a t e  t h e  i m m u n e  r e s p o n s e  s t i l l  r e m a i n s  u n c l e a r .  
T h e  i n n a t e  i m m u n e  s y s t e m  c a n  i n i t i a t e  a d a p t i v e  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  b o t h  
f o r e i g n  a n d  s e l f - a n t i g e n  u l t i m a t e l y  r e s u l t i n g  i n  a n  e f f e c t i v e  i m m u n e  r e s p o n s e  o r  a  
p o s s i b l e  a u t o i m m u n e  r e a c t i o n ,  r e s p e c t i v e l y .  D e n d r i t i c  c e l l s  a r e  t h e  m o s t  p o t e n t  
a n t i g e n  p r e s e n t i n g  c e l l  b e i n g  t h e  o n l y  c e l l  c a p a b l e  o f  a c t i v a t i n g  n a i v e  T  c e l l s  
( K a p s e n b e r g ,  2 0 0 3 ) .  T h u s ,  t h e y  a r e  u n i q u e l y  a b l e  t o  l i n k  t h e  i n n a t e  a n d  a d a p t i v e  
a r m s  o f  t h e  i m m u n e  s y s t e m .  G i v e n  t h e i r  c e n t r a l  r o l e  i n  c o n t r o l l i n g  i m m u n i t y ,  
a n d  t h e  f a c t  t h a t  s e v e r a l  r e p o r t s  s u g g e s t  t h a t  D C  c o n t r i b u t e  t o  t h e  o n s e t  o f  
a u t o i m m u n e  d i s e a s e  ( L i p s c o m b  &  M a s t e n ,  2 0 0 2 ;  T u r l e y ,  2 0 0 2 ;  B a y r y  e t  a l . ,  
2 0 0 4 ) ,  D C  a r e  l o g i c a l  t a r g e t s  f o r  t r e a t i n g  i n f l a m m a t o r y  d i s o r d e r s ,  a n d  b e c a u s e  o f  
t h i s  w e  h y p o t h e s i z e d  t h a t  d e n d r i t i c  c e l l s  ( D C ) ,  m a y  b e  o n e  o f  t h e  t a r g e t s  o f  
P U F A ,  a n d  a l t e r a t i o n s  i n  s u c h  a n  i n f l u e n t i a l  c e l l  t y p e  m a y  c h a n g e  t h e  e n s u i n g  
a d a p t i v e  i m m u n e  r e s p o n s e  a n d  g i v e  r i s e  t o  t h e  m a n y  b e n e f i c i a l  e f f e c t s  s e e n  a f t e r  
P U F A  s u p p l e m e n t a t i o n  b o t h  i n  v i t r o  a n d  i n  v i v o  ( B e l u r y ,  2 0 0 2 ;  S i m o p o u l o s ,  
2 0 0 2 ) .  
S o m e  a u t o i m m u n e  d i s e a s e s  a r e  t y p i f i e d  b y  a n  o n g o i n g  c h r o n i c  i n f l a m m a t o r y  
p r o c e s s  i n v o l v i n g  e x c e s s i v e  p r o d u c t i o n  o f  p r o - i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s  a n d  a  
d y s r e g u l a t e d  T h l  a n d / o r  T h 1 7  l y m p h o c y t e  r e s p o n s e ,  w h e r e a s  m a n y  o t h e r  
a u t o i m m u n e  d i s e a s e s ,  i n  p a r t i c u l a r  t h o s e  m e d i a t e d  b y  a u t o a n t i b o d i e s ,  i n v o l v e  a  
d y s r e g u l a t e d  T h 2  r e s p o n s e  ( C r a v e n s  &  L i p s k y ,  2 0 0 2 ;  K i k l y  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  
C y t o k i n e s  a r e  n o r m a l l y  p r o d u c e d  o n l y  t r a n s i e n t l y  u p o n  t h e  a c t i o n  o f  a n  i n d u c i n g  
s t i m u l u s  a n d  a r e  s u b s e q u e n t l y  d o w n - r e g u l a t e d .  H o w e v e r ,  a t  c h r o n i c  
i n f l a m m a t o r y  s i t e s ,  c y t o k i n e  e x p r e s s i o n  i s  u p r e g u l a t e d  f o r  e x t e n d e d  p e r i o d s  o f  
t i m e  ( S t r o b e r  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  A n d r e a k o s  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  D C  h a v e  a  p i v o t a l  r o l e  i n  
g e n e r a t i n g  T  h e l p e r  c e l l  r e s p o n s e s .  F o l l o w i n g  a c t i v a t i o n ,  D C  b e g i n  a  m a t u r a t i o n  
p r o c e s s  w h i c h  s e e s  a  d o w n - r e g u l a t i o n  o f  i n f l a m m a t o r y  c h e m o k i n e  r e c e p t o r s  ( e . g .  
C C R S ) ,  a n d  t h e  u p r e g u l a t i o n  o f  r e c e p t o r s  f o r  c h e m o k i n e s  t h a t  d i r e c t  t h e m  t o  T  
c e l l - r i c h  a r e a s  o f  l y m p h  n o d e s ,  f o r  e x a m p l e ,  C C R 7  i s  u p r e g u l a t e d  c o n f e r r i n g  
r e s p o n s i v e n e s s  t o  M I P - 3 P  ( C C L 1 9 )  w h i c h  i s  s e c r e t e d  b y  e n d o t h e l i a l  c e l l s  o f  
l y m p h a t i c  v e s s e l s  a n d  b y  c e l l s  w i t h i n  t h e  T  c e l l - r i c h  a r e a s  o f  d r a i n i n g  l y m p h  
n o d e s ,  w h i c h  d r a w s  D C  a n d  n a i v e  T  c e l l s  t o g e t h e r  ( B a n c h e r e a u  e t  a l . ,  2 0 0 0 ;  
L a n g e n k a m p  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  O n c e  i n  t h e  l y m p h  n o d e ,  t h e  a c t i v a t i o n  o f  n a i v e  
a n t i g e n - s p e c i f i c  T  c e l l s  i s  s o l e l y  a t t r i b u t a b l e  t o  D C .  T h e  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  T  c e l l s  
i n t o  v a r i o u s  s u b s e t s  i s  p a r t l y  d e t e r m i n e d  b y  t h e  c y t o k i n e s  D C  s e c r e t e ;  i . e .  I L - 1 2  
d r i v e s  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  T  c e l l s  t o  a  T h l  p h e n o t y p e ;  I L - 2 3 ,  I L - I  a n d  I L - 6  a r e  
i n v o l v e d  i n  g e n e r a t i n g  T h 1 7  c e l l s ;  I L - 4  i n d u c e s  T h 2  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n ;  a n d  I L -  
1 0  p r o m o t e s  t h e  i n d u c t i o n  o f  t y p e  I  T  r e g u l a t o r y  c e l l s  ( L a n g r i s h  e t  a l . ,  2 0 0 4 ;  d e  
J o n g  e t  a l . ,  2 0 0 5 ;  K i k l y  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  T h e  p i v o t a l  r o l e  o f  t h e s e  c y t o k i n e s  i n  
d i r e c t i n g  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  T  h e l p e r  c e l l  s u b s e t s  s u g g e s t s  t h a t  m o d u l a t i n g  t h e i r  
p r o d u c t i o n  b y  D C  m a y  m o d u l a t e  t h e  s u b s e q u e n t  a d a p t i v e  i m m u n e  r e s p o n s e .  
T h e r e f o r e  t h e  e f f e c t  o f  P U F A  o n  L P S - i n d u c e d  c y t o k i n e  r e l e a s e  f r o m  d e n d r i t i c  
c e l l s  w a s  a s s e s s e d  t o  e v a l u a t e  a n y  b e n e f i c i a l  c h a n g e s  t h a t  m a y  o c c u r .  
I n  o r d e r  t o  b e c o m e  f u l l y  a c t i v a t e d  b y  a  d e n d r i t i c  c e l l ,  a  n a i v e  T  c e l l  m u s t  h a v e  i t s  
T C R  e n g a g e d  b y  a  s p e c i f i c  a n t i g e n  c o u p l e d  t o  a n  M H C I I  m o l e c u l e .  I n  a d d i t i o n  
t o  t h i s ,  t h e  T  c e l l  r e q u i r e s  c o - s t i m u l a t i o n  v i a  C D 4 0 ,  C D 8 0 ,  a n d / o r  C D 8 6  o n  t h e  
d e n d r i t i c  c e l l  i n  o r d e r  t o  r e a c h  a n d  c r o s s  a n  a c t i v a t i o n  t h r e s h o l d  f a c i l i t a t i n g  T  c e l l  
d i f f e r e n t i a t i o n  a n d  p r o l i f e r a t i o n  ( d e  J o n g  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  M o d u l a t i o n s  i n  c o -  
s t i m u l a t o r y  a n d / o r  c o - i n h i b i t o r y  s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  c o u l d  a l t e r  t h e  a b i l i t y  
o f  a  D C  t o  a c t i v a t e  n a i v e  T  c e l l s ,  w h i l s t  a l t e r e d  r e s p o n s i v e n e s s  t o  c h e m o k i n e s  
w o u l d  h a m p e r  t h e  b r i d g i n g  o f  i n n a t e  a n d  a d a p t i v e  i m m u n e  c e l l s .  T h e r e f o r e ,  
c h a n g e s  i n  s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  o n  D C  a n d  m i g r a t o r y  c a p a c i t y  t o  t h e  l y m p h  
n o d e  h o m i n g  c h e m o k i n e ,  C C L 1 9 ,  i n d u c e d  b y  P U F A  w e r e  a l s o  e x a m i n e d  i n  t h i s  
s t u d y .  
3 . 2  R E S U L T S  
3 . 2 . 1  T H E  C O N C E N T R A T I O N S  O F  P U F A  U S E D  H A V E  N O  
S I G N I F I C A N T  E F F E C T  O N  C E L L  V I A B I L I T Y  
C e l l s  f r o m  t h e  b o n e  m a r r o w  o f  B A L B I c  m i c e  w e r e  d i f f e r e n t i a t e d  i n t o  d e n d r i t i c  
c e l l s  w i t h  G M S C F  a n d  c o n c u r r e n t l y  c u l t u r e d  w i t h  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  
( 2 5 p M ,  5 0 p M  a n d  1 O O p M )  o f  P U F A  ( E P A ,  D H A ,  A L A  o r  C L A )  o r  L A  
( s a t u r a t e d  f a t t y  c o n t r o l )  f o r  7  d a y s .  T h e  m o l a r i t y  o f  D M S O  w a s  n o t  c a l c u l a t e d ;  
i n s t e a d  t h e  s a m e  v o l u m e  o f  D M S O  a s  f a t t y  a c i d  w a s  a d d e d  t o  c e l l s  ( i . e .  2 . 5 ~ 1  
D M S O  f o r  2 5 p M ,  5 p 1  f o r  5 p M ,  a n d  l o p 1  f o r  1 0 0 p . M ) .  T h e  r e s u l t a n t  f a t t y  a c i d -  
t r e a t e d  i m m a t u r e  D C  w e r e  h a r v e s t e d  a n d  p l a t e d  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 x 1 0 ~  
c e l l s / m l .  T h e  v i a b i l i t y  o f  D C  f o l l o w i n g  i n c u b a t i o n  w i t h  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  
D M S O  o r  f a t t y  a c i d  w a s  d e t e r m i n e d  u s i n g  C e l l  T i t e r  9 6  A q u e o u s  O n e  S o l u t i o n  
( P r o m e g a ,  W I ,  U S A )  a c c o r d i n g  t o  t h e  m a n u f a c t u r e r ' s  i n s t r u c t i o n s .  
T h e  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  f a t t y  a c i d s  s e l e c t e d  f o r  u s e  i n  f u t u r e  e x p e r i m e n t s  d i d  n o t  h a v e  
s i g n i f i c a n t  c y t o t o x i c  e f f e c t s  o n  D C  i n  v i t r o ,  i . e .  5 0 p . M  D M S O ,  2 5 p . M  E P A ,  
2 5 p M  D H A ,  2 5 p M  A L A ,  5 0 p M  C L A ,  5 0 p M  L A ,  a n d  5 0 p M  S A .  l O O p M  o f  
E P A  a n d  D H A  w a s  f o u n d  t o  b e  c y t o t o x i c  s o  n o  d a t a  i s  a v a i l a b l e  f o r  c e l l  v i a b i l i t y  
o r  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  a t  t h i s  c o n c e n t r a t i o n  [ F i g u r e  3 . 1 1 .  
3 . 2 . 2  P U F A  D O S E - D E P E N D E N T L Y  M O D U L A T E  C Y T O K I N E  
P R O D U C T I O N  B Y  D C  
F a t t y  a c i d s  a r e  a b l e  t o  i n h i b i t  L P S - i n d u c e d  I L - 1 2 p 7 0  a n d  I L - 1 2 p 4 0  p r o d u c t i o n  i n  
a  d o s e  d e p e n d e n t  m a n n e r  [ F i g u r e  3 . 2 1 .  
B o t h  t h e  b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  I L - 1 2 p 7 0  
a n d  t h e  I L - 1 2 p 4 0  s u b - u n i t  a r e  d o s e - d e p e n d e n t l y  p r o d u c e d  b y  D C  f o l l o w i n g  
s t i m u l a t i o n  w i t h  i n c r e a s i n g  a m o u n t s  o f  L P S .  I n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  
p o l y u n s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d s ;  E P A ,  D H A ,  A L A ,  a n d  C L A ,  w e r e  a b l e  t o  i n h i b i t  t h i s  
L P S - i n d u c e d  I L - 1 2  p r o d u c t i o n  i n  a  d o s e  d e p e n d e n t  m a n n e r .  
U n e x p e c t e d l y  t h e  
s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d ,  L A ,  a l s o  h a d  a n  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o n  I L - 1 2 p 4 0  a n d  I L - 1 2 p 7 0  
p r o d u c t i o n ,  a l t h o u g h  i t s  e f f e c t  o n  t h e  l a t t e r  w a s  n o t  a s  a c u t e  a s  t h e  e f f e c t s  s e e n  
w i t h  t h e  u n s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d s  a n d  t h e  i n h i b i t i o n  w a s  n o t  d o s e  d e p e n d e n t .  
F i g u r e  3 . 3  s h o w s  t h a t  a c t i v a t i n g  D C  w i t h  i n c r e a s i n g  d o s e s  o f  L P S  ( 1 0 ,  1 0 0  a n d  
1 0 0 0 n g / m l )  i n d u c e s  D C  t o  r e s p o n d  b y  p r o d u c i n g  l a r g e r  a m o u n t s  o f  b o t h  I L -  
1 2 p 4 0  a n d  I L - 1 2 ~ 7 0 .  
P U F A  w e r e  a b l e  t o  i n h i b i t  t h i s  L P S - i n d u c e d  I L - 1 2  
p r o d u c t i o n  r e g a r d l e s s  o f  L P S  d o s e .  A g a i n ,  L A  w a s  a b l e  t o  i n h i b i t  I L - 1 2 p 4 0  
p r o d u c t i o n  a t  a l l  d o s e s  o f  L P S  a s s a y e d ,  h o w e v e r  i t  c a u s e d  a  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  
i n  I L - 1 2 p 7 0  p r o d u c t i o n  f o l l o w i n g  D C  a c t i v a t i o n  w i t h  e a c h  c o n c e n t r a t i o n  o f  L P S .  
D a t a  f r o m  t h e  M T S ,  a n d  P U F A  a n d  L P S  d o s e  r e s p o n s e  a s s a y s  w e r e  u s e d  t o  
d e c i d e  w h i c h  c o n c e n t r a t i o n  o f  P U F A  w o u l d  b e  u s e d  i n  f u t u r e  e x p e r i m e n t s .  
T h e s e  w e r e  5 0 p M  D M S O ,  2 5 p M  E P A ,  2 5 p M  D H A ,  2 5 p M  A L A ,  5 0 p M  C L A  
a n d  5 0 p M  L A .  A  d o s e  o f  1 0 0 n g I m l  L P S  w a s  u s e d  d u r i n g  i n  v i t r o  c e l l  c u l t u r e  
a l s o  b a s e d  o n  t h e  d o s e  r e s p o n s e  d a t a  a n d  o n  s t u d i e s  c o n d u c t e d  b y  o t h e r  
r e s e a r c h e r s  w h o  f o u n d  t h i s  t o  b e  t h e  o p t i m a l  d o s e  o f  e n d o t o x i n .  
3 . 2 . 3  P U F A  M O D U L A T E  I N  V I T R O  L P S - I N D U C E D  C Y T O K I N E  
P R O D U C T I O N  B Y  D C  
D C  w e r e  d i f f e r e n t i a t e d  w i t h  G M S C F  a n d  c o n c u r r e n t l y  c u l t u r e d  w i t h  e i t h e r  
D M S O  ( v e h i c l e  c o n t r o l  -  5 0 p M ) ,  E P A  ( 2 5 p M ) ,  D H A  ( 2 5 p M ) ,  A L A  ( 2 5 p M ) ,  
C L A  ( 5 0 p M ) ,  o r  L A  ( 5 0 p M )  f o r  a  t o t a l  o f  7  d a y s .  D C  w e r e  t h e n  s t i m u l a t e d  w i t h  
1 0 0 n g I m l  L P S  ( E . c o l i  s e r o t y p e  R 5 1 5 )  a n d  a f t e r  2 4  h o u r s ,  s u p e r n a t a n t  w a s  
r e m o v e d  a n d  a s s e s s e d  f o r  l e v e l s  o f  I L - 1 2 p 7 0  a n d  I L - 1 2 p 4 0  [ F i g u r e  3 . 4 1 ,  I L - 1 0  
[ F i g u r e  3 . 5 1 ,  I L - 2 3 p 1 9  a n d  I L - 1 P  [ F i g u r e  3 . 6 1 ,  a n d  T N F - a  a n d  I L - 6  [ F i g u r e  3 . 7 1  
u s i n g  s p e c i f i c  i m m u n o a s s a y s .  
T h e  p r o d u c t i o n  o f  t h e  p r o - i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s ,  I L - 1 2 p 7 0  [ F i g u r e  3 . 4 A ]  a n d  
-  
_ _ -  -  
t o  a  l e s s e r  e x t e n t  L - 1 2 ~ 4 0  [ F i g u r e  3 . 4 B ] - b i h d e c r e a s e d  i n  t h e  s u p e r n a t a n t  
o f  P U F A - t r e a t e d  D C  f o l l o w i n g  L P S  s t i m u l a t i o n  c o m p a r e d  t o  t h e  D M S O  c o n t r o l  
g r o u p .  T h e  n - 3  P U F A s ,  E P A  ( p < 0 . 0 0 1 )  a n d  D H A  ( p < 0 . 0 0 1 ) ,  h a d  t h e  g r e a t e s t  
s u p p r e s s i v e  e f f e c t  o n  I L - 1 2 p 7 0  p r o d u c t i o n ,  b u t  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  w a s  a l s o  
s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  a f t e r  c u l t u r e  w i t h  C L A  ( p e 0 . 0 0 1 ) .  T h e  s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d ,  
L A ,  h a d  n o  e f f e c t  o n  L P S - i n d u c e d  I L - 1 2 p 7 0  p r o d u c t i o n  h e r e .  I n  F i g u r e s  3 . 2  t o  
3 . 4 ,  5 0 p M  o f  l a u r i c  a c i d  i s  s h o w n  t o  h a v e  i n c o n s i s t e n t  e f f e c t s  o n  L P S - i n d u c e d  
I L - 1 2 p 7 0  p r o d u c t i o n  f r o m  D C .  T h i s  m a y  b e  a t t r i b u t a b l e  t o  b a t c h e s  o f  f a t t y  a c i d s  
d i f f e r i n g  i n  p o t e n c y ,  a s  t h i s  w a s  f o u n d  w i t h  s o m e  o f  t h e  o t h e r  f a t t y  a c i d s ,  o r  
p e r h a p s  b e c a u s e  L A  w a s  l e s s  s o l u b l e  i n  m e d i a  a n d  w a s  s o m e t i m e s  f o u n d  t o  f l o a t  
o n  t h e  s u r f a c e  r a t h e r  t h a n  d i s s o l v e  i n t o  s o l u t i o n .  C a r e  w a s  t a k e n  t o  a v o i d  t h i s  b y  
e n s u r i n g  L A  w a s  w a r m e d  b e f o r e  b e i n g  a d d e d  i n t o  t h e  c e l l s .  
A l t h o u g h  d e c r e a s e d  l e v e l s  o f  I L - 1 2 p 4 0  w e r e  f o u n d  i n  t h e  s u p e r n a t a n t  o f  a l l  f a t t y  
a c i d - t r e a t e d  D C ,  t h e  P U F A s  D H A  ( p < 0 . 0 5 )  a n d  A L A  ( p < 0 . 0 1 )  r e a c h e d  s t a t i s t i c a l  
s i g n i f i c a n c e ,  a s  d i d  t h e  n o n - P U F A ,  l a u r i c  a c i d  ( p < 0 . 0 1 ) .  S i m i l a r l y  D H A  w a s  
a l s o  t h e  o n l y  P U F A  c a p a b l e  o f  s i g n i f i c a n t l y  s u p p r e s s i n g  I L - 2 3 p 1 9  p r o d u c t i o n  
( p c 0 . 0 0 1 )  [ F i g u r e  3 . 5 A I .  I n  c o n t r a s t  t o  t h i s ,  F i g u r e  3 . 5 B  s h o w s  t h a t  E P A  
( p c 0 . 0 1 )  a n d  C L A  ( p < 0 . 0 0 1 )  i n c r e a s e d  p r o i n f l a m m a t o r y  I L - 1 P  p r o d u c t i o n  i n  D C  
t r e a t e d  w i t h  L P S  a s  d i d  t h e  s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d  L A  ( p < 0 . 0 5 ) .  
T h e  p r o d u c t i o n  o f  I L - 1 0 ,  a n  a n t i - i n f l a m m a t o r y  o r  r e g u l a t o r y  c y t o k i n e ,  w a s  
s u b s t a n t i a l l y  i n c r e a s e d  i n  P U F A - t r e a t e d  D C  f o l l o w i n g  L P S  s t i m u l a t i o n  [ F i g u r e  
3 . 6 1 .  E P A  h a d  t h e  m o s t  p r o f o u n d  e f f e c t  o n  I L - 1 0  p r o d u c t i o n ,  b u t  a l l  P U F A  
s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  l e v e l s  o f  I L - 1 0  f o l l o w i n g  D C  a c t i v a t i o n  ( p c 0 . 0 0 1 ) .  T h e  
s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d  c o n t r o l ,  L A ,  h a d  n o  e f f e c t  o n  I L - 1 0  p r o d u c t i o n .  
T h e  l e v e l s  o f  T N F - a  [ F i g u r e  3 . 7 A I  a n d  I L - 6  [ F i g u r e  3 . 7 B I  r e m a i n e d  r e l a t i v e l y  
u n c h a n g e d  r e g a r d l e s s  o f  f a t t y  a c i d  t r e a t m e n t .  A g a i n ,  L A  d i d  n o t  s i g n i f i c a n t l y  
a f f e c t  t h e  p r o d u c t i o n  o f  t h e s e  c y t o k i n e s .  
3 . 2 . 4  
P U F A  M O D U L A T E  C E L L  S U R F A C E  M A R K E R  E X P R E S S I O N  I N  
I M M A T U R E  A N D  L P S - S T I M U L A T E D  D E N D R I T I C  C E L L S  
G M C S F  w a s  u s e d  t o  d i f f e r e n t i a t e  b o n e  m a r r o w  c e l l s  i n t o  D C  o v e r  7  d a y s .  
D u r i n g  t h i s  t i m e ,  c e l l s  w e r e  c o n c u r r e n t l y  c u l t u r e d  w i t h  D M S O  ( v e h i c l e  c o n t r o l ) ,  
a n  n - 3  P U F A  ( E P A ,  D H A ,  o r  A L A ) ,  a n  n - 6  P U F A  ( C L A ) ,  o r  s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d  
c o n t r o l  ( L A ) .  T h e  f a t t y  a c i d - t r e a t e d  D C  ( 1 x l 0 ~ c e l l s / r n l )  w e r e  t h e n  c u l t u r e d  f o r  a  
f u r t h e r  2 4  h o u r s  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  1 0 0 n g / m l  L P S .  C o n t r o l  a n d  L P S -  
s t i m u l a t e d  c e l l s  w e r e  s u b s e q u e n t l y  s t a i n e d  w i t h  f l u o r o c h r o m e - l a b e l l e d  
m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  f o r  n u m e r o u s  c e l l  s u r f a c e  m a r k e r s  ( i . e . ,  C D l l c ,  C D 4 0 ,  
C D 8 0 ,  C D 8 6 ,  M H C I I ,  C D 4 8 ,  I L - l O R ,  a n d  C C R 5 )  [ S e e  T a b l e  2 . 1 1 .  
P U F A  w e r e  a b l e  t o  r e d u c e  t h e  l e v e l s  o f  k e y  s u r f a c e  m a r k e r s  e v e n  i n  i m m a t u r e  
c e l l s  [ F i g u r e  3 . 8 1 .  E v e r y  P U F A  t r e a t m e n t  r e s u l t e d  i n  a  n o t i c e a b l e  r e d u c t i o n  o f  
s u r f a c e  M H C I I .  T h i s  w a s  a c c o m p a n i e d  b y  a  g e n e r a l  d e c r e a s e  i n  C D 4 0 ,  C D 8 0 ,  
a n d  C D 8 6 .  E P A  a n d  D H A  w e r e  a l s o  a b l e  t o  i n c r e a s e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  I L - 1 0  
r e c e p t o r .  C o n t r a s t i n g l y  t h e  s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d ,  L A ,  i n c r e a s e d  C D 4 0 ,  C D 8 6  a n d  
M H C I I  i n  i m m a t u r e  c e l l s .  
A s  e x p e c t e d ,  L P S  e n h a n c e d  t h e  s u r f a c e  e x p r e s s i o n  o f  C D 4 0 ,  C D 8 0  a n d  C D 8 6  a s  
s e e n  i n  t h e  f i r s t  r o w  o f  F i g u r e  3 . 9  w h e r e  c o n t r o l  D M S O  c e l l s  a r e  s h o w n  b y  t h e  
f i l l e d  h i s t o g r a m  a n d  L P S - t r e a t e d  c e l l s  a r e  o v e r l a i d  w i t h  a  b l a c k  l i n e .  T h e r e  w a s  
a l s o  a  s l i g h t  i n c r e a s e  i n  M H C I I  a n d  I L -  1OR e x p r e s s i o n  b u t  n o  c h a n g e  i n  C C R 5  o r  
C D 4 8  l e v e l s .  I t  i s  i m p o r t a n t  t o  n o t e  h e r e  t h a t  L P S  d i d  n o t  c a u s e  a s  s i g n i f i c a n t  a n  
i n c r e a s e  i n  M H C I I  e x p r e s s i o n  i n  D C  a s  o n e  m i g h t  e x p e c t ,  a n d  t h e  c h a n g e s  i n  c o -  
s t i m u l a t o r y  m a r k e r  e x p r e s s i o n  c o u l d  a l s o  b e  c o n s i d e r e d  q u i t e  m i n o r .  T h i s  i s  
p o s s i b l y  d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  L P S  i n  t h e  f o e t a l  c a l f  s e r u m  u s e d  i n  t h e  c e l l  
c u l t u r e  m e d i a ,  w h i c h ,  i f  p r e s e n t ,  w o u l d  i n s t i g a t e  t h e  m a t u r a t i o n  p r o c e s s  i n  D C  
b e f o r e  L P S - s t i m u l a t i o n  a n d  r e s u l t  i n  s m a l l e r  c h a n g e s  i n  c e l l  s u r f a c e  m a r k e r  
e x p r e s s i o n  f o l l o w i n g  t h e  a d d i t i o n  o f  e x o g e n o u s  L P S .  E a c h  b a t c h  o f  F C S  b o u g h t  
i n  f r o m  G i b c o  w a s  r o u t i n e l y  t e s t e d  f o r  L P S  c o n t a m i n a t i o n  u s i n g  a n  e n d o t o x i n  k i t  
( S i g m a  A l d r i c h ) ,  a n d  t h e  F C S  w a s  o n l y  u s e d  i f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  L P S  w a s  
b e l o w  t h e  l e v e l s  o f  d e t e c t i o n .  H o w e v e r ,  e v e n  m i n u t e  a m o u n t s  o f  L P S  c a n  
i n i t i a t e  D C  m a t u r a t i o n  a n d  t h e  e n d o t o x i n  k i t  m a y  n o t  h a v e  b e e n  s e n s i t i v e  e n o u g h  
t o  d e t e c t  t h i s .  T h i s  i s  a n  o n - g o i n g  m a j o r  p r o b l e m  w i t h  D C  w o r k .  
T h e  f a t t y  a c i d s ,  E P A ,  D H A ,  C L A ,  a n d  t o  a  l e s s e r  e x t e n t ,  A L A ,  w e r e  a b l e  t o  
i n h i b i t  s o m e  o f  t h e  L P S - i n d u c e d  c h a n g e s  i n  c e l l  s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n .  E P A  
a n d  D H A  h a d  p a r a l l e l  e f f e c t s  o n  m o s t  o f  t h e  c e l l  s u r f a c e  m a r k e r s  a n a l y s e d :  
F o l l o w i n g  L P S  s t i m u l a t i o n  t h e  n - 3  P W A  r e d u c e d  l e v e l s  o f  C D 4 0 ,  C D 8 0 ,  C D 8 6 ,  
a n d  p r i n c i p a l l y ,  M H C I I  e x p r e s s i o n ,  w h i l s t  i n c r e a s i n g  I L - I O R  l e v e l s  c o m p a r e d  t o  
D M S O - t r e a t e d  c e l l s .  A  c o m p a r a b l e ,  b u t  l e s s e r  i n h i b i t i o n  w a s  r e c o r d e d  w h e n  
c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  t h e  n - 6  P U F A ,  C L A :  T h e r e  w a s  a  d e c r e a s e  i n  C D 8 0 ,  
C D 8 6 ,  M H C I I ,  a n d  C C R S ,  a n d  t h e s e  c h a n g e s  w e r e  a l s o  o b s e r v e d  a f t e r  A L A  
t r e a t m e n t .  T h e  s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d  ( L A )  h a d  n o  s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  D C  
m a t u r a t i o n  f o l l o w i n g  L P S  s t i m u l a t i o n .  
T a b l e s  3 . 1  a n d  3 . 2  s u m m a r i s e  t h e  r e s u l t s  s h o w n  i n  F i g u r e s  3 . 8  a n d  3 . 9  
r e s p e c t i v e l y .  
3 . 2 . 5  E P A  A N D  C L A  I N H I B I T  D C  C H E M O T A X I S  
C C L 1 9 ,  a l s o  k n o w n  a s  M I P - 3 P ,  i s  a  l i g a n d  f o r  C C R 7 .  C C R 7  i s  u p r e g u l a t e d  o n  
t h e  s u r f a c e  o f  m a t u r e  D C  a n d  h e l p s  d i r e c t  t h e m  t o  T  c e l l  a r e a s  o f  d r a i n i n g  l y m p h  
n o d e s  w h e r e  t h e y  i n t e r a c t  w i t h  a n d  a c t i v a t e  n a i ' v e  T  c e l l s  ( H a n s s o n  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  
T h e  m i g r a t i o n  o f  D C  t o w a r d s  t h e  c h e m o k i n e  M I P 3 P  w a s  s i g n i f i c a n t l y  i n h i b i t e d  
b y  c u l t u r i n g  c e l l s  w i t h  E P A  o r  C L A  b e f o r e  L P S  a c t i v a t i o n  ( p c 0 . 0 0 1 )  [ f i g u r e  
3 . 1 0 1 .  T h e  p r e s e n c e  o f  E P A  a n d  C L A  d u r i n g  c e l l  c u l t u r e  r e n d e r e d  D C  l e s s  
r e s p o n s i v e  t o  t h e  c h e r n o k i n e  C C L 1 9 .  I n t e r e s t i n g l y  t h e  o t h e r  n - 3  P U F A ,  D H A ,  
d i d  n o t  h a v e  a n  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o n  m i g r a t i o n .  
A s  e x p e c t e d  t h e  s a t u r a t e d  f a t t y  
a c i d  s i g n i f i c a n t l y  u p r e g u l a t e d  D C  c h e m o t a x i s  t o w a r d s  C C L 1 9  ( p c 0 . 0 0 1 ) .  
U N S T I M U L A T E D  C E L L S  
A i A  C L A  L A  
2 5 p M  P U F A  
5 0 p M  P U F A  
0  1 0 0 p M  P U F A  
F I G U R E  3 . 1  
T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  f a t t y  a c i d s  u s e d  d u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  i n  v i t r o  c e l l  c u l t u r e  
d o e s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  a f f e c t  t h e  v i a b i l i t y  o f  d e n d r i t i c  c e l l s  ( D C )  
A  d o s e  r e s p o n s e  a s s a y  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  b o n e  m a r r o w - d e r i v e d  D C  t o  a s s e s s  t h e  
p o s s i b l e  t o x i c i t y  o f  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  f a t t y  a c i d s :  B o n e  m a r r o w -  
d e r i v e d  d e n d r i t i c  c e l l s  ( D C )  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  a  t o t a l  o f  7  d a y s  w i t h  t h e  
s p e c i f i e d  c o n c e n t r a t i o n s  ( 2 5 ,  5 0  a n d  1 0 0 p M )  o f  D M S O  ( v e h i c l e  c o n t r o l ) ,  E P A ,  
D H A ,  A L A ,  C L A ,  L A  a n d  S A .  A f t e r  7  d a y s  c e l l u l a r  v i a b i l i t y  w a s  a s s e s s e d  u s i n g  
a n  M T S  a s s a y  ( C e l l  T i t e r  9 6  A q u e o u s  O n e  S o l u t i o n  -  P r o m e g a ,  W I ,  U S A ) .  
R e s u l t s  a r e  e x p r e s s e d  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  u n t r e a t e d  c e l l s  a n d  a r e  m e a n  &  S E  o f  
q u a d r u p l i c a t e  a s s a y s  a n d  r e p r e s e n t  t w o  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s .  
* * * p < 0 . 0 0 1  v s  D M S O  v e h i c l e  c o n t r o l  d e t e r m i n e d  b y  o n e - w a y  A N O V A  t e s t  
0  M E D I A  O N L Y  
2 5 p M  P U F A + L P S  
5 0 p M  P U F A + L P S  
W  1  OOpM P U F A + L P S  
* * *  
B  
D M S O  E P A  D H A  A L A  C L A  L A  
D M S O  E P A  D H A  A L A  C L A  L A  
F I G U R E  3 . 2  
T h e  a d d i t i o n  o f  2 5 ,  5 0  a n d  l O O p M  o f  P U F A  t o  D C  i n h i b i t s  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
I L 1 2 p 7 0  [ A ]  a n d  I L - 1 2 ~ 4 0  [ B ]  i n  a  d o s e  d e p e n d a n t  m a n n e r .  
A  d o s e  r e s p o n s e  a s s a y  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  D C  t o  a s c e r t a i n  t h e  e f f e c t s  o f  i n c r e a s i n g  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  f a t t y  a c i d s  o n  i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n .  T h e  t h r e e  
P U F A  c o n c e n t r a t i o n s  u s e d  i n h i b i t e d  I L - 1 2 p 7 0  a n d  p 4 0  p r o d u c t i o n  i n  D C  
s t i m u l a t e d  w i t h  1 0 0 n g I m l  L P S .  A s  a  d o s e  o f  l O O p M  o f  E P A  a n d  D H A  w a s  
f o u n d  t o  b e  c y t o t o x i c  ( s e e  F i g u r e  3 . 1 ) ,  t h e r e f o r e  i t  w a s  n o t  p o s s i b l e  t o  g e n e r a t e  
a n y  E L I S A  d a t a  f o r  t h e s e  t r e a t m e n t  g r o u p s .  
L e v e l s  o f  I L - 1 2 p 4 0  a n d  p 7 0  w e r e  m e a s u r e d  u s i n g  s p e c i f i c  i m m u n o a s s a y s .  
R e s u l t s  a r e  m e a n  +  S E  o f  q u a d r u p l i c a t e  a s s a y s  a n d  r e p r e s e n t  t h r e e  i n d e p e n d e n t  
e x p e r i m e n t s .  
* * * p < 0 . 0 0  1 ,  * * p < 0 . 0 1 ,  * p < 0 . 0 5  v s  D M S O  v e h i c l e  c o n t r o l  d e t e r m i n e d  b y  o n e -  
w a y  A N O V A  t e s t  
0  M E D I A  O N L Y  
D  1  O n g / m l  L P S  
B  1 0 0 n g I m l  L P S  
* * *  W  1 0 0 0 n g l m l  L P S  
F I G U R E  3 . 3  
P U F A  a r e  a b l e  t o  i n h i b i t  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  i n  D C  a f t e r  s t i m u l a t i o n  w i t h  
t h r e e  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  L P S  ( 1  O n g ,  1  O O n g ,  l p g ) .  
A  d o s e  r e s p o n s e  a s s a y  w a s  c a n i e d  o u t  i n  D C  t o  a s c e r t a i n  t h e  e f f e c t s  o f  i n c r e a s i n g  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  L P S  o n  P U F A - i n d u c e d  i n h i b i t i o n  o f  i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e  
p r o d u c t i o n .  P U F A  w e r e  a b l e  t o  i n h i b i t  I L - 1 2 p 7 0  [ A ]  a n d  I L - 1 2 p 4 0  [ B ]  
p r o d u c t i o n  i n  D C  s t i m u l a t e d  w i t h  t h r e e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  L P S .  T h e  f a t t y  a c i d s  
a n d  D M S O  w e r e  u s e d  a t  t h e  f o l l o w i n g  c o n c e n t r a t i o n s :  D M S O  5 0 p . M ,  E P A  
2 5 p . M ,  D H A  2 5 p . M ,  A L A  2 5 p . M ,  C L A  5 0 p . M  o r  L A  5 0 p M  
L e v e l s  o f  I L - 1 2 p 7 0  a n d  p 4 0  w e r e  m e a s u r e d  u s i n g  s p e c i f i c  i m m u n o a s s a y s .  
R e s u l t s  a r e  m e a n  S E  o f  q u a d r u p l i c a t e  a s s a y s  a n d  r e p r e s e n t  t h r e e  i n d e p e n d e n t  
e x p e r i m e n t s .  
* * * p c 0 . 0 0 1 ,  * * p c 0 . 0 1 ,  * p c 0 . 0 5  v s  D M S O  v e h i c l e  c o n t r o l  d e t e r m i n e d  b y  o n e -  
w a y  A N O V A  t e s t  
0  M E D I A  O N L Y  
+ L P S  
D M S O  E P A  D H A  A L A  C L A  L A  
D M S O  E P A  D H A  A L A  C L A  L A  
F I G U R E  3 . 4  
B o n e  m a r r o w - d e r i v e d  D C  i n c u b a t e d  w i t h  P U F A  i n h i b i t  L P S - i n d u c e d  I L - 1 2 p 7 0  
[ A ]  a n d  I L 1 2 p 4 0  [ B ]  p r o d u c t i o n  
I m m a t u r e  D C  w e r e  d i f f e r e n t i a t e d  w i t h  G M C S F  a n d  c o n c u r r e n t l y  e x p o s e d  t o  
D M S O  ( v e h i c l e  c o n t r o l ) ,  p o l y u n s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d s  ( P U F A )  -  E P A ,  D H A ,  
A L A ,  C L A  -  o r  a  s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d  c o n t r o l  ( L A )  f o r  7  d a y s .  T h e  s u b s e q u e n t  
i m m a t u r e  D C  ( 1 x 1 0 ~  c e l l s / m l )  w e r e  s t i m u l a t e d  i n  v i t r o  w i t h  L P S  a n d  
s u p e r n a t a n t s  r e c o v e r e d  a f t e r  2 4  h o u r s .  L e v e l s  o f  I L - 1 2 p 7 0  a n d  I L - 1 2 p 4 0  w e r e  
m e a s u r e d  u s i n g  s p e c i f i c  i m m u n o a s s a y s .  R e s u l t s  a r e  m e a n  &  S E  o f  q u a d r u p l i c a t e  
a s s a y s  a n d  r e p r e s e n t  t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s .  
* * * p < 0 . 0 0 1 ,  * * p < 0 . 0 1 ,  * p < 0 . 0 5  v s  D M S O  v e h i c l e  c o n t r o l  d e t e r m i n e d  b y  o n e -  
w a y  A N O V A  t e s t  
w  0  M E D I A  O N L Y  
+ L P S  
D M S O  E P A  D H A  A L A  C L A  L A  
F I G U R E  3 . 5  
I n d i v i d u a l  P U F A  h a v e  d i f f e r i n g  e f f e c t s  o n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  L P S - i n d u c e d  I L  
2 3 p 1 9  [ A ]  a n d  I L - l / l  [ B ]  
I m m a t u r e  D C  w e r e  d i f f e r e n t i a t e d  w i t h  G M C S F  a n d  c o n c u r r e n t l y  e x p o s e d  t o  
D M S O  ( v e h i c l e  c o n t r o l ) ,  p o l y u n s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d s  ( P U F A )  -  E P A ,  D H A ,  
A L A ,  C L A  -  o r  a  s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d  c o n t r o l  ( L A )  f o r  7  d a y s .  T h e  s u b s e q u e n t  
i m m a t u r e  D C  ( 1 x 1 0 ~  c e l l s / m l )  w e r e  s t i m u l a t e d  i n  v i t r o  w i t h  L P S  a n d  
s u p e r n a t a n t s  r e c o v e r e d  a f t e r  2 4  h o u r s .  L e v e l s  o f  I L - 2 3 p 1 9  [ A ]  a n d  I L - 1 P  [ B ]  
w e r e  m e a s u r e d  u s i n g  s p e c i f i c  i m m u n o a s s a y s .  
R e s u l t s  a r e  m e a n  +  S E  o f  q u a d r u p l i c a t e  a s s a y s  a n d  r e p r e s e n t  t h r e e  i n d e p e n d e n t  
e x p e r i m e n t s .  
* * * p < 0 . 0 0 1 ,  * * p < 0 . 0 1 ,  * p < 0 . 0 5  v s  D M S O  v e h i c l e  c o n t r o l  d e t e r m i n e d  b y  o n e -  
w a y  A N O V A  t e s t  
0  M E D I A  O N L Y  
+ L P S  
D ~ S O  E P A  D H A  A L A  C L A  L A  
F I G U R E  3 . 6  
P U F A - t r e a t e d  D C  u p - r e g u l a t e  I L l O  p r o d u c t i o n  f o l l o w i n g  L P S  s t i m u l a t i o n  
I m m a t u r e  D C  w e r e  d i f f e r e n t i a t e d  w i t h  G M C S F  a n d  c o n c u r r e n t l y  e x p o s e d  t o  
D M S O  ( v e h i c l e  c o n t r o l ) ,  p o l y u n s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d s  ( P U F A )  -  E P A ,  D H A ,  
A L A ,  C L A  -  o r  a  s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d  c o n t r o l  ( L A )  f o r  7  d a y s .  T h e  s u b s e q u e n t  
i m m a t u r e  D C  ( 1 x 1 0 ~  c e l l s l m l )  w e r e  s t i m u l a t e d  i n  v i t r o  w i t h  L P S  a n d  
s u p e r n a t a n t s  r e c o v e r e d  a f t e r  2 4  h o u r s .  L e v e l s  o f  I L - 1 0  w e r e  m e a s u r e d  u s i n g  a  
s p e c i f i c  i m m u n o a s s a y .  
R e s u l t s  a r e  m e a n  +  S E  o f  q u a d r u p l i c a t e  a s s a y s  a n d  r e p r e s e n t  t h r e e  i n d e p e n d e n t  
e x p e r i m e n t s .  
* * * p c 0 . 0 0 1  v s  D M S O  v e h i c l e  c o n t r o l  d e t e r m i n e d  b y  o n e - w a y  A N O V A  t e s t  
D M S O  E P A  D H A  A L A  C L A  L A  
0  M E D I A  O N L Y  
m  + L P S  
F I G U R E  3 . 7  
P U F A  h a v e  n o  s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  T N F a  o r  I L - 6  
I m m a t u r e  D C  w e r e  d i f f e r e n t i a t e d  w i t h  G M C S F  a n d  c o n c u r r e n t l y  e x p o s e d  t o  
D M S O  ( v e h i c l e  c o n t r o l ) ,  p o l y u n s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d s  ( P U F A )  -  E P A ,  D H A ,  
A L A ,  C L A  -  o r  a  s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d  c o n t r o l  ( L A )  f o r  7  d a y s .  T h e  s u b s e q u e n t  
i m m a t u r e  D C  ( 1 x 1 0 ~  c e l l s / m l )  w e r e  s t i m u l a t e d  i n  v i t r o  w i t h  L P S  a n d  
s u p e r n a t a n t s  r e c o v e r e d  a f t e r  2 4  h o u r s .  L e v e l s  o f  T N F a  [ A ]  a n d  I L - 6  [ B ]  w e r e  
m e a s u r e d  u s i n g  s p e c i f i c  i m m u n o a s s a y s  
R e s u l t s  a r e  m e a n  +  S E  o f  q u a d r u p l i c a t e  a s s a y s  a n d  r e p r e s e n t  t h r e e  i n d e p e n d e n t  
e x p e r i m e n t s .  
C D 4 0  C D 8 0  C D 8 6  M H C l l  C C R 5  I L - I O R  C D 4 8  
E P A  
D H A  
A L A  
C L A  
M E A N  F L O U R E S C E N C E  I N T E N S I T Y  
F I G U R E  3 . 8  
P U F A  m o d u l a t e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  c e l l  s u r f a c e  m a r k e r s  o n  t h e  s u r f a c e  o f  
i m m a t u r e  D C .  
M y e l o i d  D C  w e r e  d i f f e r e n t i a t e d  w i t h  G M C S F  f o r  7  d a y s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  f a t t y  
a c i d s  
( E P A ,  D H A ,  A L A ,  C L A ,  o r  L A )  o r  v e h i c l e  c o n t r o l  ( D M S O ) ,  b e f o r e  c e l l s  
w e r e  w a s h e d  a n d  s t a i n e d  w i t h  a n t i b o d i e s  s p e c i f i c  f o r  C D 4 0 ,  C D 8 0 ,  C D 8 6 ,  
M H C I I ,  C C R 5 ,  I L - I O R ,  a n d  C D 4 8 ,  o r  w i t h  i s o t y p e  m a t c h e d  c o n t r o l s .  R e s u l t s  o f  
i r n r n u n o f l u o r e s c e n c e  a n a l y s i s  a r e  s h o w n  f o r  D M S O - t r e a t e d  D C  ( f i l l e d  
h i s t o g r a m ) ,  o v e r l a i d  w i t h  P U F A - t r e a t e d  D C  ( t h i n  b l a c k  l i n e ) .  P r o f i l e s  a r e  s h o w n  
f o r  a  s i n g l e  e x p e r i m e n t  a n d  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  3  e x p e r i m e n t s .  
D H A  : :  
C L A  1: 
P -  
L A  "  
*  
b  
M E A N  F L U O R E S C E N C E  I N T E N S I T Y  
F I G U R E  3 . 9  
P U F A  m o d u l a t e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  c e l l  s u r f a c e  m a r k e r s  o n  t h e  s u r f a c e  o f  L P S -  
s t i m u l a t e d  m a t u r e  D C .  
M y e l o i d  D C  w e r e  d i f f e r e n t i a t e d  w i t h  G M C S F  f o r  7 d a y s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  f a t t y  
a c i d s  ( E P A ,  D H A ,  A L A ,  C L A ,  o r  L A )  o r  v e h i c l e  c o n t r o l  ( D M S O ) ,  b e f o r e  c e l l s  
w e r e  a c t i v a t e d  w i t h  1 0 0 n g I m l  L P S .  A f t e r  2 4  h o u r s  c e l l s  w e r e  w a s h e d  a n d  
s t a i n e d  w i t h  a n t i b o d i e s  s p e c i f i c  f o r  C D 4 0 ,  C D 8 0 ,  C D 8 6 ,  M H C I I ,  C C R 5 ,  I L - I O R ,  
a n d  C D 4 8 ,  o r  w i t h  i s o t y p e  m a t c h e d  c o n t r o l s .  
T h e  t o p  r o w  o f  h i s t o g r a m s  r e p r e s e n t s  D M S O - t r e a t e d  i m m a t u r e  c e l l s  ( f i l l e d  
h i s t o g r a m )  o v e r l a i d  w i t h  D M S O - t r e a t e d  a n d  L P S - s t i m u l a t e d  c e l l s  ( b l a c k  l i n e ) .  
T h i s  i s  t o  s h o w  t h e  u p r e g u l a t i o n  o f  s u r f a c e  m a r k e r s  a s  D C  m a t u r e  f o l l o w i n g  
L P S - a c t i v a t i o n .  H i s t o g r a m s  f o r  i s o t y p e  c o n t r o l s  a r e  s h o w n  a s  d o t t e d  l i n e s  i n  t h e  
f i r s t  r o w  o n l y .  
I n  r o w s  2  o n w a r d s  r e s u l t s  o f  i m m u n s f l u o r e s c e n c e  a n a l y s i s  a r e  s h o w n  f o r  L P S -  
a c t i v a t e d  c e l l s :  D M S O - t r e a t e d  D C  + L P S  ( f i l l e d  h i s t o g r a m )  a n d  P U F A - t r e a t e d  
D C  + L P S  ( t h i n  b l a c k  l i n e ) .  P r o f i l e s  a r e  s h o w n  f o r  a  s i n g l e  e x p e r i m e n t  a n d  a r e  
r e p r e s e n t a t i v e  o f  3  e x p e r i m e n t s .  
T h e  t a b l e s  b e l o w  r e p r e s e n t  t h e  f l o w  c y t o m e t r y  d a t a  s h o w n  i n  F i g u r e s  3 . 8  a n d  
3 . 9 :  A  p l u s  ( + )  s y m b o l  s h o w s  u p r e g u l a t i o n  o f  s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  o n  D C  
( m u l t i p l e  +  s y m b o l s  i n d i c a t e  a  l a r g e r  p o s i t i v e  s h i f t ) ,  a n d  a  m i n u s  ( - )  s i g n i f i e s  a  
d e c r e a s e  i n  e x p r e s s i o n  ( a g a i n  m u l t i p l e  -  s y m b o l s  d e n o t e  a  l a r g e r  d e c r e a s e ) .  T h e  
s c o r e s  w e r e  a s s i g n e d  b y  e x a m i n i n g  t h e  h i s t o g r a m  s h i f t  b y  e y e .  A  s c o r e  o f  z e r o  
( 0 )  i n d i c a t e s  n o  o b s e r v e d  c h a n g e .  
T A B L E  3 . 1  S u m m a r y  o f  t h e  e f f e c t s  o f  v a r i o u s  f a t t y  a c i d s  o n  t h e  e x p r e s s i o n  o f  
c e l l  s u r f a c e  m a r k e r s  o n  i m m a t u r e  D C  [ T a k e n  f i o m  F I G U R E  3 . 8 1  
+  r e p r e s e n t s  a n  o b s e r v e d  i n c r e a s e  i n  s u l f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  
-  d e n o t e s  a  d e c r e a s e  i n  c e l l  s u l f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  
Z E R O  ( 0 )  r e p r e s e n t s  n o  o b s e r v e d  c h a n g e  
-  
E P A  -  0  
- -  - - -  
+ +  +  0  
- - - - -
-  
D H A  0  -  
- -  - - -  
+ +  +  0  
A L A  -  
-  -  -  0  0  0  
- - - - - -
C L A  0  -  
-  - -  0  +  0  
- - - -
L A  +  0  +  +  
-  -  
-  -  
0  
T A B L E  3 . 2  S u m m a r y  o f  t h e  e f f e c t s  o f  v a r i o u s  f a t t y  a c i d s  o n  t h e  e x p r e s s i o n  o f  
c e l l  s u r f a c e  m a r k e r s  o n  D C  s t i m u l a t e d  w i t h  L P S  [ T a k e n  f r o m  F I G U R E  3 . 9 1  
+  r e p r e s e n t s  a n  o b s e r v e d  i n c r e a s e  i n  s u i $ a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  
-  d e n o t e s  a  d e c r e a s e  i n  c e l l  s u l f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  
Z E R O  ( 0 )  r e p r e s e n t s  n o  o b s e r v e d  c h a n g e  
C O N ? R O L  D M " S O  @ A  Q H A  C L A  L A  
W l O C C L l 9  j  I  
L P S  S T I M U L A T E D  
F I G U R E  3 . 1 0  
E P A  a n d  C L A  r e d u c e  t h e  m i g r a t i o n  o f  D C  t o w a r d s  t h e  c h e m o k i n e  M Z P - 3 P  
( C C L 1 9 ) .  
D C  w e r e  c u l t u r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  f a t t y  a c i d s  a n d  s t i m u l a t e d  w i t h  L P S  
( 1 0 0 n g I m l )  b e f o r e  3 x 1 0 '  c e l l s  w e r e  p l a c e d  i n  t h e  u p p e r  c h a m b e r  o f  a  T r a n s w e l l  
p l a t e  ( 8 . 0 p . m ) .  M e d i a  c o n t a i n i n g  r e c o m b i n a n t  C C L 1 9  ( 1 0 0 n g I m l )  w a s  a d d e d  t o  
t h e  l o w e r  c h a m b e r  a n d  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  5  h o u r s  a t  3 7 ° C .  T o  d e t e r m i n e  
t h e  n u m b e r  o f  m i g r a t e d  c e l l s ,  m e d i a  f r o m  t h e  b o t t o m  w e l l  w a s  c o l l e c t e d  a n d  
e v e n t s  ( c e l l s )  c o u n t e d  f o r  6 0 s e c o n d s  o n  a  F A C s C a l i b u r .  T o  s e r v e  a s  a  n e g a t i v e  
c o n t r o l ,  u n s t i m u l a t e d  c e l l s  w e r e  a d d e d  t o  t h e  u p p e r  c h a m b e r  o f  a  T r a n s w e l l  p l a t e  
a n d  m e d i a  o n l y  ( c o n t a i n i n g  n o  C C L 1 9 )  w a s  a d d e d  t o  t h e  b o t t o m  c h a m b e r .  T h i s  
w a s  t o  e n s u r e  t h a t  D C  m i g r a t i o n  w a s  i n i t i a t e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  c h e m o k i n e .  
* * * p c 0 . 0 0 1 ,  * * p c 0 . 0 1 ,  " ~ ~ 0 . 0 5  v s  D M S O  v e h i c l e  c o n t r o l  d e t e r m i n e d  b y  o n e -  
w a y  A N O V A  t e s t  
+ + +  p < 0 . 0 0 1  u s i n g  a n  u n p a i r e d  t - t e s t  b e t w e e n  c o n t r o l  ( w i t h o u t  C C L 1 9 )  a n d  
L P S - s t i m u l a t e d  D M S O  g r o u p s  
3 . 3  D I S C U S S I O N  
T h e  f i n d i n g s  o f  t h i s  s t u d y  d e m o n s t r a t e  t h a t  p o l y u n s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d s  ( E P A ,  
D H A ,  a n d  C L A )  h a v e  t h e  a b i l i t y  t o  i n h i b i t  L P S - i n d u c e d  I L - 1 2  p r o d u c t i o n  i n  D C ,  
w h i l s t  e n h a n c i n g  l e v e l s  o f  I L - 1 0 .  C o n c u r r e n t l y ,  P U F A  d o w n - r e g u l a t e  t h e  
e x p r e s s i o n  o f  k e y  c o - s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e s  o n  t h e  D C  s u r f a c e  b o t h  p r e -  a n d  
p o s t - s t i m u l a t i o n ,  i . e . ,  l e v e l s  o f  C D 4 0 ,  C D 8 0 ,  C D 8 6 ,  a n d  M H C I I  w e r e  a l l  d o w n -  
r e g u l a t e d  o n  D C  c u l t u r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  E P A  a n d  D H A ,  a n d  t o  a  l e s s e r  
e x t e n t ,  C L A  a n d  A L A .  T h e r e  w a s  a l s o  a  s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n  i n  c e l l  m i g r a t i o n  
t o w a r d s  t h e  c h e m o k i n e  M I P - 3 P ,  w h i c h  i s  k n o w n  t o  d i r e c t  m a t u r e  D C  t o  l y m p h  
n o d e s  f a c i l i t a t i n g  t h e i r  i n t e r a c t i o n  w i t h  n a i v e  T  c e l l s  ( B a n c h e r e a u  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  
T h e  i m m u n o m o d u l a t o r y  e f f e c t s  d e s c r i b e d  a b o v e  w e r e  n o t  s e e n  w h e n  D C  w e r e  
t r e a t e d  w i t h  L A ,  t h e  s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d  c o n t r o l  ( w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  I L - 1 2 p 4 0  
i n h i b i t i o n ) .  
I L - 1 2  i s  a n  i m p o r t a n t  l i n k  b e t w e e n  i n n a t e  a n d  a d a p t i v e  i m m u n i t y  a s  i t s  t a r g e t s  
i n c l u d e  T  c e l l s ,  D C ,  a n d  N K  c e l l s ,  a n d  o n e  o f  i t ' s  m a i n  f u n c t i o n s  i s  t o  d i r e c t  
n e w l y  a c t i v a t e d  T  h e l p e r  c e l l s  t o  a  T h l  p h e n o t y p e  ( H a s k o  &  S z a b o ,  1 9 9 9 ) .  I L -  
1 2  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  i n v o l v e d  i n  a u t o i m m u n e  d i s e a s e s  i n c l u d i n g  M S ,  I B D ,  
a n d  R A ,  a n d  o v e r p r o d u c t i o n  i s  i m p o r t a n t  i n  i n f l a m m a t o r y  s t a t e s  s u c h  a s  s e p t i c  
s h o c k  ( P a p a d a k i s  &  T a r g a n ,  2 0 0 0 ;  F u s s  e t  a l . ,  2 0 0 6 )  c o n s e q u e n t l y  i t  r e p r e s e n t s  a  
p o t e n t i a l  t h e r a p e u t i c  t a r g e t  f o r  t h e  t r e a t m e n t  o f  s o m e  i n f l a m m a t o r y  d i s o r d e r s .  
T h e  f a c t  t h a t  P U F A  a r e  a b l e  t o  d e c r e a s e  I L - 1 2  c o n f i r m s  t h a t  f a t t y  a c i d s  m o d u l a t e  
d e n d r i t i c  c e l l s ,  a n d  a l s o  p o i n t s  t o  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e s e  P U F A - m o d i f i e d  D C  
m a y  a l t e r  s u b s e q u e n t  T  c e l l  r e s p o n s e s  g i v e n  t h e  p i v o t a l  r o l e  o f  I L - 1 2  i n  T h l  
d e v e l o p m e n t  ( T r i n c h i e r i ,  2 0 0 3 ) .  T h e r e f o r e ,  t h e  d e c r e a s e  i n  I L - 1 2  m a y  p a r t l y  
e x p l a i n  t h e  a n t i - i n f l a m m a t o r y  e f f e c t s  s e e n  a f t e r  P U F A  d i e t a r y  s u p p l e m e n t a t i o n .  
I L - 2 3  i s  a n o t h e r  h e t e r o d i m e r i c  c y t o k i n e  c o n s i s t i n g  o f  t h e  I L - 1 2 p 4 0  s u b - u n i t  a n d  
a  u n i q u e  p 1 9  s u b - u n i t .  I L - 2 3  b i n d i n g  t o  t h e  I L - 2 3 R  o n  C D 4 +  T  c e l l s  p r o m o t e s  
t h e i r  d e v e l o p m e n t  i n t o  T h 1 7  c e l l s  w h i c h  a r e  c h a r a c t e r i s e d  b y  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
I L -  1 7  a n d  I L - 6  ( L a n g r i s h  e t  a l . ,  2 0 0 5 ;  K i k l y  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  I L - 1 7  h a s  b e e n  f o u n d  
t o  b e  e l e v a t e d  i n  m a n y  h u m a n  a u t o i m m u n e  d i s e a s e s ,  f o r  e x a m p l e  M S  a n d  R A ,  
a n d  h a s  t h e r e f o r e  b e e n  i m p l i c a t e d  i n  h a v i n g  a  r o l e  i n  t i s s u e  d e s t r u c t i o n  ( K i k l y  e t  
a l . ,  2 0 0 6 ) ,  a n d  I L - 2 3  h a s  a l s o  e m e r g e d  a s  a  k e y  p l a y e r  i n  a  n u m b e r  o f  c h r o n i c  
i n f l a m m a t o r y  d i s e a s e s  i n c l u d i n g  I B D  ( N e u r a t h ,  2 0 0 7 )  a n d  c o l l a g e n - i n d u c e d  
a r t h r i t i s  ( Y a g o  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  
T h e  I L - 2 3  r e c e p t o r  i s  n o t  e x p r e s s e d  o n  n a i ' v e  T  c e l l s  b u t  i s  f o u n d  m a i n l y  f o u n d  
o n  a c t i v a t e d  T  c e l l s  ( L a n g r i s h  e t  a l . ,  2 0 0 4 )  a n d  t h u s  i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  I L -  
2 3  i s  i n v o l v e d  i n  t h e  s u r v i v a l  a n d  e x p a n s i o n  o f  a l r e a d y  d i f f e r e n t i a t e d  T h 1 7  c e l l s  
b u t  n o t  t h e i r  i n i t i a l  p o l a r i s a t i o n .  I t  w a s  r e c e n t l y  s h o w n  t h a t  T G F - P  a n d  I L - 6  
u p r e g u l a t e  I L - 2 3 R  e x p r e s s i o n  ( Z h a n g  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) ,  a n d  m a y  t h e r e f o r e  b e  
i n v o l v e d  i n  t h e  g e n e r a t i o n  o f  T h 1 7  c e l l s  i n  m i c e .  M o r e o v e r  I L - 1 P  a n d  T N F - a  
w e r e  a l s o  b o t h  s h o w n  t o  h a v e  a  s y n e r g i s t i c  e f f e c t  o n  I L - 2 3 - m e d i a t e d  I L - 1 7  
p r o d u c t i o n  i n  a  m o d e l  o f  E A E  ( S u t t o n  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  T h e  l i m i t e d  e f f e c t  o f  P U F A  
o n  I L - 2 3  p r o d u c t i o n  s e e n  h e r e ,  ( w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  D H A ) ,  c o u p l e d  w i t h  t h e  
l i t t l e  o r  n o  e f f e c t  o n  I L - 6  a n d  T N F - a ,  a n d  a u g m e n t a t i v e  e f f e c t  o n  I L - 1 P  w o u l d  
p o i n t  t o  a n  i n c o n s e q u e n t i a l  d o w n s t r e a m  e f f e c t  o f  P U F A  o n  T h 1 7  c e l l  
d e v e l o p m e n t .  T h e  m o r e  n o t i c e a b l e  e f f e c t  o f  P U F A  o n  I L - 1 2  p r o d u c t i o n  i m p l i e s  
a  p o t e n t i a l  e f f e c t  o n  s u b s e q u e n t  T h l  r e s p o n s e s  a n d  I F N - y  p r o d u c t i o n .  
A l t e r a t i o n s  i n  e n s u i n g  a d a p t i v e  i m m u n e  r e s p o n s e s  w i t h  r e g a r d  t o  P U F A  e f f e c t s  
o n  T  c e l l  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  w i l l  b e  d i s c u s s e d  i n  c h a p t e r  5 .  
I n  c o n t r a s t  t o  I L - 1 2  a n d  I L - 2 3 ,  I L - 1 0  i s  c o n s i d e r e d  a n  a n t i - i n f l a m m a t o r y  o r  
r e g u l a t o r y  c y t o k i n e .  I t  s u p p r e s s e s  t h e  p r o d u c t i o n  o f  i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s  
s u c h  a s  I L - I ,  E - 6 ,  I L - 1 2 ,  a n d  T N F - a  f r o m  A P C  ( P a p a d a k i s  &  T a r g a n ,  2 0 0 0 ) ,  
a n d  r e d u c e s  t h e  s e c r e t i o n  o f  I L - 2  a n d  I F N - y  f r o m  T h l  c e l l s ,  a s  w e l l  a s  i n h i b i t i n g  
t h e i r  p r o l i f e r a t i o n  a n d  c h e m o t a x i s  ( M o c e l l i n  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  F u r t h e r m o r e ,  I L - 1 0  
d e f i c i e n c y  i n  m i c e  r e s u l t s  i n  a n  o v e r p r o d u c t i o n  o f  i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s  a n d  
l e a d s  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  c h r o n i c  i n f l a m m a t o r y  d i s e a s e s  ( C o n t i  e t  a l . ,  2 0 0 3 )  
d e m o n s t r a t i n g  i t s  f u n d a m e n t a l  r o l e  i n  r e g u l a t i n g  t h e  i m m u n e  r e s p o n s e .  P U F A  
i n c r e a s e d  L P S - i n d u c e d  I L - 1 0  p r o d u c t i o n  i n  D C ,  a g a i n  p r e s e n t i n g  a  p o s s i b l e  
m e c h a n i s m  u s e d  b y  P U F A  t o  e l i c i t  t h e i r  a n t i - i n f l a m m a t o r y  e f f e c t s .  T h i s  i n c r e a s e  
i n  I L - 1 0  c o u l d  h a v e  s u b s e q u e n t  e f f e c t s  o n  T  h e l p e r  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  a s  L L - 1 0  
c a n  i n h i b i t  T h l  d e v e l o p m e n t ,  o r  d i r e c t  T  c e l l s  t o  a  m o r e  r e g u l a t o r y  p h e n o t y p e  
( C o n t i  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  
I L - 1 0  h a s  t h e  a b i l i t y  t o  d e c r e a s e  I L - 1 2  p r o d u c t i o n  ( C o n t i  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) ,  a n d  s o  t h e  
c h a n g e d  l e v e l s  o f  I L - 1 2  i n d u c e d  b y  P U F A  m a y  b e  d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  
i n c r e a s e d  a m o u n t s  o f  I L - 1 0  i n  t h e  s u p e r n a t a n t .  T h e  d e c r e a s e  i n  I L - 1 2  w a s  n o t  
t e s t e d  f o r  I L - 1 0  d e p e n d e n c y  i n  t h i s  s t u d y  b u t  P U F A - i n d u c e d  I L - 1 2  s u p p r e s s i o n  
w a s  f o u n d  t o  b e  I L - 1 0 - d e p e n d e n t  i n  a  p r e v i o u s  r e p o r t  b y  o u r  r e s e a r c h  g r o u p  
( L o s c h e r  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  T h e  i n c r e a s e  i n  I L - 1 0  p r o d u c t i o n  w a s  a l s o  m a d e  m o r e  
s i g n i f i c a n t  b y  t h e  r e c o r d e d  i n c r e a s e  i n  I L - 1 0  r e c e p t o r  ( I L - 1 O R )  e x p r e s s i o n  i n  
P U F A - t r e a t e d  D C ,  w h i c h  w a s  s e e n  m o r e  p r o m i n e n t l y  i n  t h e  n - 3  P U F A ,  E P A  a n d  
D H A .  T h i s  i n c r e a s e  i n  I L - 1 O R  e x p r e s s i o n  h a s  n o t  b e e n  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  f o r  
n - 3  P U F A - t r e a t e d  D C  b u t  w a s  r e c o r d e d  w i t h  C L A  i n  t h e  p u b l i c a t i o n  f r o m  o u r  
l a b  c i t e d  a b o v e .  T h e  i n c r e a s e d  r e c e p t o r  e x p r e s s i o n  m a y  c r e a t e  a  p o s i t i v e  
f e e d b a c k  l o o p  r e n d e r i n g  t h e  D C  m o r e  r e s p o n s i v e  t o  I L - 1 0  a n d  s u b s e q u e n t l y  
e n h a n c i n g  t h e i r  p r o d u c t i o n  o f  t h e  c y t o k i n e .  G i v e n  t h e  p o t e n t  r e g u l a t o r y  a n d  a n t i -  
i n f l a m m a t o r y  e f f e c t s  o f  I L - 1 0 ,  t h i s  u p r e g u l a t i o n  i n  p r o d u c t i o n  a n d  r e c e p t o r  
e x p r e s s i o n  c o u l d  b e  i m p o r t a n t  f o r  h o w  P U F A  m e d i a t e  t h e i r  b e n e f i c i a l  e f f e c t s .  
F u r t h e r  t o  i t s  e f f e c t s  o n  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n ,  I L - 1 0  c a n  a l s o  a l t e r  s u r f a c e  m a r k e r  
e x p r e s s i o n ,  a n d  h a s  b e e n  s h o w n  t o  i n h i b i t  t h e  f u l l  m a t u r a t i o n  o f  D C  b y  d o w n -  
r e g u l a t i n g  I C A M - 1 ,  C D 8 0 ,  a n d  C D 8 6  e x p r e s s i o n  ( d e  J o n g  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  I L - 1 0  
a l s o  h a s  t h e  a b i l i t y  t o  b l o c k  t h e  t r a n s l o c a t i o n  o f  p e p t i d e - M H C I I  c o m p l e x e s  t o  t h e  
D C  p l a s m a  m e m b r a n e  ( B a n c h e r e a u  e t  a l . ,  2 0 0 0 )  a l l  o f  w h i c h  c u l m i n a t e  i n  
i m p a i r e d  T  c e l l  r e s p o n s e s .  C o n t r a s t i n g l y ,  I L -  1 2  c a n  u p r e g u l a t e  M H C I I ,  C D 8 0  
a n d  C D 8 6  e x p r e s s i o n  o n  A P C  ( B a s t o s  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  T h e r e f o r e  t h e  o b s e r v e d  
c h a n g e s  i n  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n ,  w i t h  r e g a r d  t o  I L - 1 0  a n d  I L - 1 2  i n  P U F A - t r e a t e d  
D C ,  c o u l d  a l s o  a c c o u n t  f o r  t h e  r e c o r d e d  a l t e r a t i o n s  i n  c e l l  s u r f a c e  m a r k e r  
e x p r e s s i o n .  
T h e  l i g a t i o n  o f  C D 8 0  a n d  C D 8 6  o n  A P C  w i t h  C D 2 8  o n  T  c e l l s  p r o v i d e s  t h e  m o s t  
p o t e n t  c o s t i m u l a t o r y  s i g n a l  t o  T  c e l l s  r e s u l t i n g  i n  p r o l i f e r a t i o n  a n d  c y t o k i n e  
p r o d u c t i o n  ( B h a t i a  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  F u r t h e r m o r e ,  C D 4 0 - C D 4 0 L  i n t e r a c t i o n  n o t  o n l y  
a c t i v a t e s  A P C  b u t  a l s o  e n h a n c e s  T  c e l l  a c t i v a t i o n  ( v a n  K o o t e n  &  B a n c h e r e a u ,  
2 0 0 0 ) .  T h i s ,  c o u p l e d  w i t h  t h e  f a c t  t h a t  o v e r - e x p r e s s i o n  o f  c o s t i m u l a t o r y  
m o l e c u l e s  h a s  b e e n  r e p o r t e d  i n  t h e  i n f l a m e d  t i s s u e  o f  p a t i e n t s  w i t h  M S ,  R A  a n d  
I B D  ( L i u  e t  a l . ,  2 0 0 1 b ;  M a e r t e n  e t  a l . ,  2 0 0 3 )  s i g n i f i e s  t h a t  c o s t i m u l a t o r y  m a r k e r s  
a r e  p o t e n t i a l  t h e r a p e u t i c  t a r g e t s  f o r  t r e a t i n g  i n f l a m m a t o r y  d i s o r d e r s ,  a n d  
m o d u l a t i n g  t h e s e  m a r k e r s  o n  t h e  D C  s u r f a c e  w o u l d  h a v e  s e r i o u s  c o n s e q u e n c e s  
o n  T  c e l l  r e s p o n s e s .  I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  i t  w a s  f o u n d  t h a t  c u l t u r i n g  D C  w i t h  
P U F A  d e c r e a s e d  t h e  s u r f a c e  e x p r e s s i o n  o f  C D 4 0 ,  b u t  m o r e  s i g n i f i c a n t l y ,  C D 8 0  
a n d  C D 8 6  e x p r e s s i o n ,  b o t h  p r e -  a n d  p o s t - s t i m u l a t i o n  w i t h  L P S .  T h e  e x p r e s s i o n  
o f  M H C I I  w a s  a l s o  m a r k e d l y  d o w n - r e g u l a t e d  b y  P U F A  b e f o r e  a n d  a f t e r  L P S  
a c t i v a t i o n .  S i n c e  M H C I I  i s  r e q u i r e d  f o r  a n t i g e n  p r e s e n t a t i o n ,  a n d  D C  a r e  t h e  
o n l y  A P C  c a p a b l e  o f  a c t i v a t i n g  n a i v e  T  c e l l s  s p e c i f i c a l l y  b e c a u s e  t h e y  e x p r e s s  
M H C I I  t o g e t h e r  w i t h  t h e  n e c e s s a r y  s u r f a c e  m o l e c u l e s  f o r  T  c e l l  c o - s t i m u l a t i o n ,  
t h e  f a c t  t h a t  P U F A  d e c r e a s e  b o t h  M H C I I  a n d  c o - s t i r n u l a t o r y  m o l e c u l e s  o n  t h e  
o n l y  c e l l  c a p a b l e  o f  a c t i v a t i n g  t h e m  s u g g e s t s  P U F A  t r e a t m e n t  w o u l d  h a v e  d o w n -  
s t r e a m  e f f e c t s  o n  T  c e l l  r e s p o n s e s .  I t  w o u l d  a l s o  b e  r e a s o n a b l e  t o  a s s u m e  t h a t  t h e  
d e c r e a s e  i n  D C  c h e m o t a x i s  s e e n  h e r e  w o u l d  h a v e  s e r i o u s  c o n s e q u e n c e s  o n  T  c e l l  
r e s p o n s e s  c o n s i d e r i n g  t h e  D C  m u s t  m i g r a t e  t o  T  c e l l  a r e a s  i n  o r d e r  t o  a c t i v a t e  
n a i ' v e  T  c e l l s  a n d  i n i t i a t e  a d a p t i v e  i m m u n i t y .  P U F A - i n d u c e d  c h a n g e s  i n  T  c e l l  
r e s p o n s e s  w i l l  b e  e x a m i n e d  i n  c h a p t e r  4 .  
T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  h e r e  w i t h  r e g a r d  t o  c y t o k i n e  a n d  m a t u r a t i o n  m a r k e r  
a l t e r a t i o n s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  f o r  a  n u m b e r  o f  o t h e r  m o l e c u l e s .  F o r  e x a m p l e ,  
c h o l e r a  t o x i n  ( C T )  i n c r e a s e d  L P S - i n d u c e d  I L -  1 0  a n d  d e c r e a s e d  I L -  1 2  p r o d u c t i o n  
i n  b o n e - m a r r o w  d e r i v e d  D C  ( L a v e l l e  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  T h e  r e s e a r c h e r s  r e p o r t  
h o w e v e r  t h a t  C T  i n c r e a s e d  t h e  s u r f a c e  l e v e l s  o f  C D 8 0  a n d  C D 8 6 ,  b u t  h a d  a n  
i n h i b i t o r y  e f f e c t  o n  C D 4 0  e x p r e s s i o n .  A  s i m i l a r  f i n d i n g  w a s  c o n v e y e d  b y  R o s s  
a n d  c o l l e a g u e s  ( 2 0 0 4 )  w h o  r e p o r t e d  t h a t  t h e  a d e n y l a t e  c y c l a s e  t o x i n  f r o m  
B o r d e t e l l a  p e r t u s s i s  ( t h e  b a c t e r i a  r e s p o n s i b l e  f o r  w h o o p i n g  c o u g h )  w a s  a b l e  t o  
s i m u l t a n e o u s l y  i n c r e a s e  I L - 1 0 ,  a n d  d e c r e a s e  T N F - a  a n d  I L - 1 2 p 7 0  s e c r e t i o n .  
A g a i n  t h e  t o x i n  i n c r e a s e d  l e v e l s  o f  C D 8 0 ,  C D 8 6 ,  a n d  M H C I I  i n  i m m a t u r e  D C .  
T h e s e  f i n d i n g s  s u g g e s t  t h a t  t h e  c h a n g e s  i n  c o - s t i m u l a t o r y  m a r k e r  e x p r e s s i o n  
f o l l o w i n g  P U F A  t r e a t m e n t  m a y  n o t  b e  d e p e n d e n t  o n  e i t h e r  t h e  i n c r e a s e  i n  L - 1 0 ,  
o r  t h e  d e c r e a s e  i n  I L - 1 2  p r o d u c t i o n ,  s i n c e  s i m i l a r  c h a n g e s  i n  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  
d i d  n o t  h a v e  c o m p a r a b l e  e f f e c t s  o n  c s - s t i m u l a t o r y  m a r k e r  e x p r e s s i o n  t o  t h e  t w o  
r e p o r t s  c i t e d  a b o v e .  
T h e  i m m u n o m o d u l a t o r y  e f f e c t s  o f  P U F A  r e p o r t e d  i n  t h i s  s t u d y  a r e  i n  a g r e e m e n t  
w i t h  m a n y  o t h e r  p u b l i c a t i o n s ,  f o r  e x a m p l e ,  Z e y d a  a n d  c o - w o r k e r s  ( 2 0 0 5 )  s a w  a  
r e d u c t i o n  i n  T N F - a ,  L L - 1 2 ~ 4 0 ,  a n d  C D 4 0  m R N A  l e v e l s  f o l l o w i n g  t h e  t r e a t m e n t  
o f  h u m a n - m o n o c y t e - d e r i v e d  D C  w i t h  P U F A s  o f  n - 3  ( E P A )  a n d  n - 6  s e r i e s  ( A A  o r  
a r a c h i d o n i c  a c i d ) .  W h e r e a s  b o n e - m a r r o w  d e r i v e d  D C  h a d  d e c r e a s e d  e x p r e s s i o n  
o f  C D 4 0 ,  C D 8 0 ,  C D 8 6 ,  a n d  M H C I I  a f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  D H A  i n  a  s t u d y  b y  
W e a t h e r i l l  e t  a l . ,  ( 2 0 0 5 ) .  A  v e r y  r e c e n t  s t u d y  b y  W a n g  a n d  a s s o c i a t e s  ( 2 0 0 7 )  
r e p o r t e d  a  r e d u c t i o n  i n  C D 8 0 ,  C D 8 6 ,  a n d  M H C I I  e x p r e s s i o n ,  i n  a d d i t i o n  t o  
d i m i n i s h e d  T N F - a  a n d  L - 1 2  p r o d u c t i o n  f r o m  h u m a n  m o n o c y t e - d e r i v e d  D C  
f o l l o w i n g  t r e a t m e n t  w i t h  t h e  n - 3  P U F A ,  E P A  a n d  D H A .  
S i n c e  t h e  m o s t  p o t e n t  d e t e r m i n a n t  o f  T - h e l p e r  c e l l  f a t e  a p p e a r s  t o  b e  t h e  c y t o k i n e  
m i l i e u  p r e s e n t  d u r i n g  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  p r o c e s s ,  a n d  b e c a u s e  c o - s t i m u l a t i o n  i s  
v i t a l  f o r  e f f i c i e n t  T  c e l l  a c t i v a t i o n ,  b o t h  c y t o k i n e s  a n d  c e l l  s u r f a c e  m a r k e r s  
r e p r e s e n t  i m p o r t a n t  t a r g e t s  f o r  i m m u n o m o d u l a t i o n ,  a n d  u s i n g  n a t u r a l  t h e r a p i e s  
s u c h  a s  P U F A  i s  a n  a t t r a c t i v e  o p t i o n .  T h e  a d d e d  f i n d i n g  t h a t  P U F A  ( p a r t i c u l a r l y  
E P A  a n d  C L A )  c a n  i n h i b i t  t h e  c h e m o t a x i s  o f  D C  t o  T  c e l l s ,  r e i t e r a t e s  t h e  
p o s s i b i l i t y  o f  a n  a l t e r e d  T  c e l l  r e s p o n s e  f o l l o w i n g  d i e t a r y  i n t e r v e n t i o n  w i t h  
P U F A .  T h e  e f f e c t s  o f  t h e  P U F A - i n d u c e d  c h a n g e s  r e c o r d e d  h e r e  i n  D C  o n  
c o n s e q u e n t i a l  T  c e l l  a c t i v a t i o n  a n d  t h e  a d a p t i v e  i m m u n e  r e s p o n s e  w i l l  b e  
e x a m i n e d  i n  s u b s e q u e n t  c h a p t e r s .  
C H A P T E R  4  
E F F E C T S  O F  P U F A -  
M O D U L A T E D  D C  O N  
A D A P T I V E  I M M U N E  
R E S P O N S E S  
4 . 1  C H A P T E R  4  I N T R O D U C T I O N  
D e n d r i t i c  c e l l s  a r e  t h e  o n l y  c e l l s  c a p a b l e  o f  a c t i v a t i n g  n a y v e  T  c e l l s .  
T h e  
s u b s e q u e n t  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  n a i v e  C D 4 '  T  c e l l s  i n t o  s u b s e t s  o f  T  h e l p e r  c e l l s  i s  
a  p i v o t a l  p r o c e s s  w i t h  m a j o r  i m p l i c a t i o n s  f o r  h o s t  d e f e n c e  a n d  t h e  p a t h o g e n e s i s  
o f  i m m u n e - m e d i a t e d  d i s e a s e  ( K a p s e n b e r g ,  2 0 0 3 ;  d e  J o n g  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  
F o r  t h e  l a s t  2 0  y e a r s ,  e f f e c t o r  T  c e l l  r e s p o n s e s  h a v e  b e e n  r e s t r i c t e d  t o  e i t h e r  a  
T h l  o r  T h 2  p h e n o t y p e  b a s e d  o n  t h e i r  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  p r o f i l e s :  T h l  c e l l s  
p r o d u c e  l a r g e  q u a n t i t i e s  o f  i n t e r f e r o n - y  ( I F N - y ) ,  w h e r e a s  T h 2  c e l l s  p r o d u c e  I L - 4 ,  
I L - 5  a n d  I L - 1 3 .  T h l  c e l l s  a r e  c o n s i d e r e d  p r o - i n f l a m m a t o r y  a n d  a r e  h i g h l y  
e f f e c t i v e  a t  c l e a r i n g  i n t r a c e l l u l a r  p a t h o g e n s ,  w h e r e a s  T h 2  c e l l s  a r e  a s s o c i a t e d  
w i t h  t h e  c l e a r a n c e  o f  p a r a s i t i c  i n f e c t i o n s  ( d e  J o n g  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  A  h e i g h t e n e d  
T h l  r e s p o n s e  i s  o f t e n  s e e n  i n  s o m e  c h r o n i c  i n f l a m m a t o r y  a n d  a u t o i m m u n e  
d i s o r d e r s ,  i n c l u d i n g  C r o h n ' s  d i s e a s e  ( A g n e l l o  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  H o w e v e r ,  v e r y  
r e c e n t l y ,  a  n o v e l  s u b s e t  o f  T h  c e l l s ,  n a m e d  T h 1 7  c e l l s ,  h a v e  a l s o  b e e n  i m p l i c a t e d  
i n  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  d i s e a s e s  p r e v i o u s l y  a t t r i b u t e d  t o  a n  e x c e s s i v e  T h l  
r e s p o n s e ,  f o r  e x a m p l e  i n  r h e u m a t o i d  a r t h r i t i s ,  i n f l a m m a t o r y  b o w e l  d i s e a s e ,  a n d  
m u l t i p l e  s c l e r o s i s  ( K o l l s  &  L i n d e n ,  2 0 0 4 ;  K i k l y  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  T h 1 7  c e l l s  
p r e d o m i n a n t l y  s e c r e t e  I L - 1 7  ( H a r r i n g t o n  e t  a l . ,  2 0 0 6 )  a n d  I L - 1 7  f u n c t i o n s  a s  a  
c l a s s i c  e f f e c t o r  o f  i n n a t e  i m m u n i t y  w i t h  a c t i o n s  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  T N F - a  o r  I L -  
l p  ( Y u j i n g  B i ,  2 0 0 7 ) .  I L - 2 3  s e r v e s  t o  e x p a n d  p r e v i o u s l y  d i f f e r e n t i a t e d  T h 1 7  c e l l  
p o p u l a t i o n s ,  b u t  I L - 6  a n d  t r a n s f o r m i n g  g r o w t h  f a c t o r - p  ( T G F - P )  h a v e  b e e n  
s h o w n  t o  i n d u c e  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  T h 1 7  c e l l s  f r o m  n a i v e  p r e c u r s o r s  ( B e t t e l l i  
e t  a l . ,  2 0 0 7 ) ,  a n d  I L - 1  a n d  T N F - a  a r e  a l s o  t h o u g h t  t o  b e  i n v o l v e d  i n  p r o m o t i n g  
t h e  T h 1 7  s u b s e t  ( S u t t o n  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  
T o  b e c o m e  a c t i v a t e d ,  T  h e l p e r  c e l l s  m u s t  f i r s t  e n c o u n t e r  t h e i r  T C R - s p e c i f i c  
a n t i g e n  c o u p l e d  t o  a n  M H C I I  m o l e c u l e  o n  a  D C .  A  s e c o n d  i n t e r a c t i o n  i n v o l v i n g  
c o s t i m u l a t o r y  r e c e p t o r s  ( C D 2 8 ,  C D 4 0 L )  o n  T  c e l l s  a n d  t h e i r  l i g a n d s  
( C D 8 0 l C D 8 6 ,  C D 4 0 )  o n  A P C  i s  r e q u i r e d  f o r  o p t i m a l  T  c e l l  a c t i v a t i o n  ( B h a t i a  e t  
a l . ,  2 0 0 6 ) .  C o n t r a s t i n g l y ,  a n  i n h i b i t o r y  s i g n a l  c a n  b e  d e l i v e r e d  t o  a  T  c e l l  w h e n  
C T L A - 4  o n  i t s  s u r f a c e  i s  l i g a t e d  b y  e i t h e r  C D 8 0  o r  C D 8 6  o n  a n  A P C  ( A l e g r e  e t  
a l . ,  2 0 0 1 ;  S c h n e i d e r  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  M o d i f i c a t i o n s  i n  t h e  e x p r e s s i o n  o f  a n y  o f  
t h e s e  i n f l u e n t i a l  s u r f a c e  m o l e c u l e s  c a n  m a r k e d l y  a l t e r  t h e  p r o c e s s  o f  T  c e l l  
a c t i v a t i o n ,  s e e n  f o r  e x a m p l e ,  w h e n  t h e  a b s e n c e  o f  a  c o - s t i m u l a t o r y  s i g n a l  r e n d e r s  
T  c e l l s  a n e r g i c  ( K a p s e n b e r g ,  2 0 0 3 ) .  G i v e n  t h a t  w e  d e m o n s t r a t e d  c l e a r  e f f e c t s  o f  
P U F A  o n  D C  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  a n d  c e l l  s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n ,  w e  
i n v e s t i g a t e d  w h e t h e r  P U F A - m o d u l a t e d  D C  c o u l d  i n f l u e n c e  s u b s e q u e n t  a d a p t i v e  
i m m u n e  r e s p o n s e s .  W h i l s t  E P A  a n d  D H A  w e r e  p r e v i o u s l y  s h o w n  t o  h a v e  
i m m u n o m o d u l a t o r y  p r o p e r t i e s ,  i n  t h e  f o l l o w i n g  c h a p t e r  w e  o n l y  e x a m i n e d  t h e  
e f f e c t s  o f  C L A  a s  t h e r e  i s  l i t t l e  o r  n o  d a t a  p u b l i s h e d  o n  t h e  e f f e c t s  o f  t h i s  f a t t y  
a c i d  o n  a d a p t i v e  i m m u n i t y  m a k i n g  i t  t h e  m o s t  n o v e l  P U F A  t o  i n v e s t i g a t e .  T h e  
f o l l o w i n g  s t u d y  f i r s t l y  e x a m i n e s  t h e  e f f e c t s  o f  C L A - t r e a t e d  D C  o n  T  c e l l  
c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  i n  a n  i n  v i t r o  c o - c u l t u r e  m o d e l .  A n d  s e c o n d l y ,  t o  a s s e s s  t h e  
p o t e n t i a l  i m m u n o m o d u l a t o r y  p r o p e r t i e s  o f  P U F A - a l t e r e d  D C  i n  a  m o r e  i n  v i v o  
s i t u a t i o n ,  D C  w e r e  c u l t u r e d  w i t h  C L A  a n d  a c t i v a t e d  w i t h  K L H  ( i n  v i t r o )  b e f o r e  
b e i n g  i n j e c t e d  i n t o  t h e  f o o t p a d  o f  n a y v e  m i c e  i n  a n  a d o p t i v e  t r a n s f e r  s t u d y .  
A l t e r a t i o n s  i n  a n t i g e n - s p e c i f i c  T  c e l l  r e s p o n s e s  i n  c e l l s  i s o l a t e d  f r o m  t h e  s p l e e n s  
a n d  l y m p h  n o d e s  o f  t h e  r e c i p i e n t  m i c e  w e r e  t h e n  e x a m i n e d .  
4 . 2  R E S U L T S  
4 . 2 . 1  P U F A - M O D U L A T E D  D C  ( I R R A D I A T E D  A N D  N O N -  
I R R A D I A T E D )  C A N  A L T E R  T H E  C Y T O K I N E  
P R O D U C T I O N  P R O F I L E S  O F  C D 4 '  T  C E L L S  
F i g u r e  4 . 1  c l e a r l y  s h o w s  t h a t  p r e - t r e a t i n g  D C  w i t h  P U F A  a l t e r s  s u b s e q u e n t  T  
h e l p e r  c e l l  r e s p o n s e s .  D C  c u l t u r e d  f o r  7  d a y s  w i t h  C L A  a n d  a c t i v a t e d  w i t h  O V A  
p e p t i d e  w e r e  c o - i n c u b a t e d  w i t h  C D 4 '  T  c e l l s  i s o l a t e d  f r o m  t h e  s p l e e n s  o f  
D O 1  1 . 1 0  m i c e  w h i c h  e x p r e s s  a  T C R  s p e c i f i c  f o r  a  p e p t i d e  w i t h i n  t h e  o v a l b u m i n  
( O V A )  m o l e c u l e  ( O V A  ( 3 2 3 - 3 3 9 ) ) .  W h e n  t h i s  O V A  a n t i g e n  i s  p r e s e n t e d  b y  D C  
c o m p l e x e d  t o  M H C I I  ( t o g e t h e r  w i t h  c o s t i m u l a t i o n ) ,  t h e  n a i v e  C D 4 +  T  c e l l s  
b e c o m e  a c t i v a t e d  a n d  p r o l i f e r a t e  ( P o m p o s  &  F r i t s c h e ,  2 0 0 2 ) .  F i g u r e  4 . 1  s h o w s  
t h a t  T  c e l l s  a c t i v a t e d  w i t h  i r r a d i a t e d  C L A - t r e a t e d  D C  p r o d u c e  s i g n i f i c a n t l y  l e s s  
I F N - y  ( p < 0 . 0 5 ) ,  l e s s  I L - 1 7  ( p < 0 . 0 5 ) ,  a n d  l e s s  I L - 4  ( p < 0 . 0 1 )  o n  d a y  1 0  o f  c u l t u r e .  
U n e x p e c t e d l y ,  I L - 1 0  w a s  n o t  d e t e c t e d  i n  t h e  s u p e r n a t a n t  o f  a n y  t h e  c o - c u l t u r e  
e x p e r i m e n t s .  
I r r a d i a t i n g  D C  r e n d e r s  t h e m  u n a b l e  t o  s e c r e t e  p r o t e i n .  H e r e  i r r a d i a t i o n  d i d  n o t  
i n f l u e n c e  t h e  a b i l i t y  o f  D C  t o  s u p p r e s s  T  c e l l  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n ,  a s  r e s u l t s  w e r e  
c o n s i s t e n t  w h e n  u s i n g  b o t h  i r r a d i a t e d  a n d  n o n - i r r a d i a t e d  D C .  H o w e v e r ,  a l t h o u g h  
I L - 1 7  w a s  s u p p r e s s e d  w i t h  i r r a d i a t e d  a n d  n o n - i r r a d i a t e d  D C ,  r e s u l t s  o n l y  r e a c h e d  
s t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e  w h e n  D C  w e r e  i r r a d i a t e d  ( ~ ~ 0 . 0 5 ) .  T h e  f a c t  t h a t  c y t o k i n e  
p r o d u c t i o n  w a s  s u p p r e s s e d  w h e n  D C  w e r e  u n a b l e  t o  p r o d u c e  c y t o k i n e s  
t h e m s e l v e s  ( i . e .  i r r a d i a t e d )  s u g g e s t s  a n  a p p a r e n t  r o l e  f o r  t h e  a l t e r e d  c o s t i m u l a t o r y  
m o l e c u l e s  o n  t h e  D C  s u r f a c e  ( a s  d i s c u s s e d  i n  c h a p t e r  3 )  i n  t h e s e  P U F A - i n d u c e d  
i m m u n o m o d u l a t o r y  e f f e c t s .  
I n  c o n t r a s t  t o  t h e  i n  v i t r o  d a t a ,  t h e  s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d  L A ,  h a d  a  s l i g h t  i n h i b i t o r y  
e f f e c t  o n  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n ;  L A  d e c r e a s e d  I F N - 7  ( p < 0 . 0 5  -  i r r a d i a t e d  g r o u p  
o n l y )  a n d  I L - 4  ( p < 0 . 0 1  -  i r r a d i a t e d  a n d  p < 0 . 0 5  -  n o n - i r r a d i a t e d  g r o u p ) .  
H o w e v e r ,  t h e  i n h i b i t i o n  o f  t h e s e  c y t o k i n e s  w a s  n o t  t o  t h e  s a m e  e x t e n t  a s  t h a t  
s e e n  w i t h  C L A  a n d  L A  w a s  n o t  a b l e  t o  i n h i b i t  t h e  p r o d u c t i o n  o f  I L - 1 7 .  
4 . 2 . 2  T H E  A D D I T I O N  O F  L P S  R E N D E R S  P U F A  L E S S  A B L E  T O  
I N H I B I T  C Y T O K I N E  P R O D U C T I O N  F R O M  T  H E L P E R  C E L L S .  
W e  f o u n d  t h a t  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  f r o m  T  c e l l s  w a s  i n h i b i t e d  b y  C L A - t r e a t e d  
D C  w h e n  a c t i v a t e d  b y  O V A  a l o n e .  T o  i n v e s t i g a t e  w h e t h e r  P U F A  c o u l d  s t i l l  
s u p p r e s s  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  f r o m  T  c e l l s  w h e n  s t i m u l a t e d  w i t h  a  s t r o n g e r  T h l -  
i n d u c i n g  s t i m u l u s ,  L P S  ( 1 0 0 n g / m l )  w a s  a d d e d  t o  D C  a t  t h e  s a m e  t i m e  a s  O V A  
b e f o r e  c u l t u r e  w i t h  n a i v e  C D 4 '  T  c e l l s ,  a n d  s u p e r n a t a n t  a s s a y e d  f o r  t h e  p r e s e n c e  
o f  v a r i o u s  c y t o k i n e s  o n  d a y  4  a n d  f o l l o w i n g  a  s e c o n d  r o u n d  o f  a c t i v a t i o n  o n  d a y  
1 0  o f  c o - c u l t u r e .  
C L A - t r e a t e d  D C  i n h i b i t e d  t h e  O V A - s p e c i f i c  p r o d u c t i o n  o f  c y t o k i n e s  f r o m  T  
c e l l s ,  i . e .  I F N - y ,  I L - 1 7 ,  I L - 2  a n d  I L - 4  w e r e  a l l  d o w n - r e g u l a t e d  o n  d a y  1 0  
[ F i g u r e s  4 . 2  -  4 . 5 1 .  T h e  c y t o k i n e  e x p r e s s i o n  p a t t e r n s  w e r e  f o u n d  t o  b e  v e r y  
d i f f e r e n t  a t  t h e  t w o  t i m e - p o i n t s  a s s a y e d  i n  t h e  c o - c u l t u r e  e x p e r i m e n t .  E L I S A  
r e s u l t s  o b t a i n e d  f r o m  s u p e r n a t a n t  r e c o v e r e d  o n  d a y  1 0 ,  a f t e r  T  c e l l s  h a d  b e e n  
p r i m e d  f o r  a  s e c o n d  t i m e ,  s h o w e d  a  m o r e  r o b u s t  r e s p o n s e  s i g n i f i e d  b y  h i g h e r  
c y t o k i n e  p r o d u c t i o n .  T h i s  w o u l d  b e  m o r e  i n d i c a t i v e  o f  a  t r u e  i m m u n e  r e s p o n s e .  
T h e  l e s s  r o b u s t  r e s p o n s e  r e c o r d e d  o n  d a y  4  o f  t h e  c o - c u l t u r e  s t i l l  s a w  C L A -  
t r e a t e d  D C  r e d u c e  t h e  O V A - s p e c i f i c  p r o d u c t i o n  o f  I L - 2  ( p c 0 . 0 5 ) ,  L - 4  ( p c 0 . 0 5 )  
a n d  I L - 1 7  ( n o t  s i g n i f i c a n t l y )  f r o m  T  c e l l s .  R e s u l t s  f r o m  s u p e r n a t a n t  r e c o v e r e d  
o n  d a y  1 0  o f  c o - c u l t u r e  r e i t e r a t e  o u r  f i n d i n g s  f r o m  p r e v i o u s  e x p e r i m e n t s ,  a n d  
s h o w  t h a t  p r e - t r e a t i n g  D C  w i t h  C L A  d o w n - r e g u l a t e s  t h e  s u b s e q u e n t  T  c e l l  
p r o d u c t i o n  o f  I F N - y  ( p < 0 . 0 5 ) ,  I L - 1 7 ,  I L - 2  ( p < 0 . 0 0 1 ) ,  a n d  I L - 4  ( p c 0 . 0 5 ) .  L e s s  
I L - 1 7  w a s  p r o d u c e d  o n  d a y  1 0  w h e n  D C  w e r e  p r e - i n c u b a t e d  w i t h  C L A  a n d  
a c t i v a t e d  w i t h  O V A ,  h o w e v e r  t h i s  d i d  n o t  r e a c h  s t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e  u s i n g  a  
o n e - w a y  A N O V A  t e s t .  S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  o f  d a t a  u s i n g  a n  u n p a i r e d  t - t e s t  
c o m p a r i n g  t h e  D M S O -  a n d  C L A - O V A  t r e a t e d  g r o u p s  s h o w e d  t h a t  t h e  m e a n s  
w e r e  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  ( p c 0 . 0 0 1 ) .  
T h e  a d d i t i v e  s t i m u l a t i o n  o f  c e l l s  w i t h  L P S  r e n d e r e d  C L A  u n a b l e  t o  m o d u l a t e  T  
c e l l  r e s p o n s e s  a s  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  b o t h  a t  d a y  4  a n d  d a y  1 0  r e m a i n e d  
r e l a t i v e l y  u n c h a n g e d  i n  t h e  C L A - t r e a t e d  g r o u p  c o m p a r e d  t o  t h e  D M S O  c o n t r o l .  
O n l y  t h e  p r o d u c t i o n  o f  I L - 2  w a s  s i g n i f i c a n t l y  s u p p r e s s e d  o n  d a y  4  b y  t h e  
p r e s e n c e  o f  C L A  ( p c 0 . 0 0  1 )  a f t e r  O V A  a n d  L P S  a c t i v a t i o n .  
T h e  s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d  c o n t r o l ,  L A ,  h a d  c o n f l i c t i n g  e f f e c t s  o n  c y t o k i n e  
p r o d u c t i o n  i n  t h e  d i f f e r e n t  t r e a t m e n t  g r o u p s .  I n  t h e  O V A - a c t i v a t e d  g r o u p s ,  L A  
i n c r e a s e d  t h e  p r o d u c t i o n  o f  a l l  t h e  c y t o k i n e s  a s s a y e d  c o r r e l a t i n g  w i t h  t h e  i n  v i t r o  
D C  d a t a .  H o w e v e r  u p o n  t h e  a d d i t i o n  o f  L P S ,  L A  d e c r e a s e d  I F N - y  a n d  i n c r e a s e d  
I L - 1 7  p r o d u c t i o n  a t  b o t h  t i m e - p o i n t s ,  w h i l s t  s u p p r e s s i n g  I L - 2  o n  d a y  4  b u t  
a u g m e n t i n g  i t  o n  d a y  1 0 .  
L e v e l s  o f  I L - 4  r e m a i n e d  l a r g e l y  u n c h a n g e d .  I t  i s  
i m p o r t a n t  t o  n o t e  a t  t h i s  p o i n t  t h a t  s t i m u l a t i n g  c e l l s  w i t h  O V A  a n d  L P S  r e s u l t e d  
i n  c o n s i d e r a b l e  c e l l  p r o l i f e r a t i o n .  W h e n  v i e w e d  u n d e r  a  m i c r o s c o p e ,  w e l l s  t h a t  
h a d  b e e n  t r e a t e d  w i t h  O V A  a n d  L P S  a p p e a r e d  c o m p l e t e l y  o v e r - g r o w n  w i t h  c e l l s  
a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  f a r  m o r e  d i s c o l o u r e d  t h a n  i n  O V A - o n l y  w e l l s .  T h e  
e r r a t i c  p a t t e r n  o f  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  i n  t h e  d i f f e r e n t  t r e a t m e n t  g r o u p s  r e c o r d e d  
a f t e r  O V A  a n d  L P S  a c t i v a t i o n  c o u l d  b e  a  r e s u l t  o f  t h i s  o v e r - s t i m u l a t i o n ,  p e r h a p s  
d u e  t o  e x c e s s i v e  c e l l u l a r  a c t i v a t i o n  a n d / o r  i n c r e a s e d  a p o p t o s i s  o f  D C  a n d / o r  T  
c e l l s .  
4 . 2 . 3  P U F A - I N D U C E D  I N H I B I T I O N  O F  C D 4 '  T  C E L L  C Y T O K I N E  
P R O D U C T I O N  I S  P A R T I A L L Y  R E V E R S E D  B Y  T H E  
A D D I T I O N  O F  T H E  S P E C I F I C  E R K  I N H I B I T O R  U 0 1 2 6  
W e  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  t h a t  t h e  P U F A - i n d u c e d  c h a n g e s  i n  D C  c y t o k i n e  
p r o d u c t i o n  ( p a r t i c u l a r l y  I L - 1 0 )  w e r e  f o u n d  t o  i n v o l v e  t h e  E R K  M A P K  p a t h w a y  
( p r e v i o u s  p u b l i s h e d  o b s e r v a t i o n s ) .  T h e r e f o r e  w e  a s s e s s e d  w h e t h e r  t h e  C L A -  
i n d u c e d  c h a n g e s  i n  T  c e l l  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  a l s o  i n v o l v e d  E R K .  F i g u r e  4 . 6  
s h o w s  t h a t  t h e  p r o d u c t i o n  o f  I F N - y ,  I L - 1 7  a n d  I L - 2  a r e  a l l  i n d u c e d  f o l l o w i n g  t h e  
a c t i v a t i o n  o f  T  c e l l s  f r o m  O V A - t r a n s g e n i c  m i c e  w i t h  O V A - s t i m u l a t e d  D C .  
A g a i n  D C  p r e - t r e a t e d  w i t h  C L A  w e r e  a b l e  t o  i n h i b i t  t h e  p r o d u c t i o n  o f  I F N - y  
( p < 0 . 0 5 ) ,  L L - 1 7  ( p < 0 . 0 5 ) ,  a n d  m o s t  s i g n i f i c a n t l y  I L - 2  ( p < 0 . 0 0 1 ) .  A d d i t i o n  o f  t h e  
E R K  i n h i b i t o r  ( U 0 1 2 6 )  t o  D C  1  h o u r  p r i o r  t o  O V A  s t i m u l a t i o n  p a r t i a l l y  r e v e r s e d  
t h e s e  i n h i b i t o r y  e f f e c t s ,  a s  t h e  C L A - i n d u c e d  s u p p r e s s i o n  o f  I F N - y ,  I L - 1 7 ,  a n d  I L -  
2  w e r e  n o  l o n g e r  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t .  T h e  d a t a  h e r e  r e i t e r a t e s  t h e  p o s s i b i l i t y  
o f  a n  E R K - d e p e n d e n t  m e c h a n i s m  u s e d  b y  P U F A  t o  e l i c i t  t h e i r  
i m m u n o s u p p r e s s i v e  a c t i o n s .  
4 . 2 . 4  
A D O P T I V E L Y  T R A N S F E R R E D  P U F A - M O D U L A T E D  D C  A L T E R  
A N T I G E N - S P E C I F I C  C Y T O K I N E  P R O D U C T I O N  F R O M  C E L L S  
I S O L A T E D  F R O M  T H E  L O C A L  L Y M P H  N O D E S  A N D  S P L E E N S  
O F  R E C I P I E N T  M I C E .  
B o n e  m a r r o w - d e r i v e d  D C  w e r e  c u l t u r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  5 0 p M  D M S O ,  C L A  
a n d  L A  f o r  6  d a y s  b e f o r e  b e i n g  s t i m u l a t e d  w i t h  K L H  ( I O p g l m l )  o r  m e d i u m  a l o n e  
f o r  a  f u r t h e r  2 4  h o u r s .  A f t e r  b e i n g  e x t e n s i v e l y  w a s h e d ,  l o 5  c e l l s  w e r e  i n j e c t e d  
i n t o  t h e  f o o t p a d s  o f  r e c i p i e n t  B A L B I c  m i c e  i n  2 5 p l  P B S  ( 5  a n i m a l s  p e r  g r o u p ) .  
L o c a l  ( p o p l i t e a l )  l y m p h  n o d e s  a n d  s p l e e n s  w e r e  r e m o v e d  a n d  p r o c e s s e d  7  d a y s  
l a t e r .  S p l e e n  c e l l s  ( 2 ~ 1 0 ~ l m l )  o r  p o p l i t e a l  l y m p h  n o d e  c e l l s  ( 1 x 1 0 6 / m l )  w e r e  
c u l t u r e d  w i t h  m e d i u m  a l o n e ,  K L H  ( 2 p g / m l ,  1 0 p g / m l ,  a n d  5 0 p g / m l ) ,  o r  P M A  
( 2 0 n g l m l )  a n d  a C D 3  ( l p g l m l ) .  S u p e r n a t a n t  w a s  c o l l e c t e d  a f t e r  7 2  h o u r s  a n d  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  I L - 1 7  [ F i g u r e  4 . 7 1 ,  I L - 1 0  [ F i g u r e  4 . 8 1 ,  I L 2  [ F i g u r e  4 . 9 1 ,  
L F N - y  [ F i g u r e  4 . 1 1 1 ,  a n d  I L - 4  [ F i g u r e  4 . 1 2 1  w e r e  m e a s u r e d  u s i n g  s p e c i f i c  
i r n m u n o a s s a y s .  A l t e r a t i o n s  i n  t h e  p r o l i f e r a t i o n  o f  l y m p h  n o d e  c e l l s  w e r e  a l s o  
e x a m i n e d  b y  [ 3 ~ ] - t h y m ~ d i n e  i n c o r p o r a t i o n  a n d  r e s u l t s  s h o w n  i n  F i g u r e  4 . 1 0 .  
T h e  l y m p h  n o d e  d a t a  i s  m o r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t h e  p o t e n t i a l  e f f e c t s  o f  C L A -  
m o d u l a t e d  D C  o n  T  c e l l  r e s p o n s e s  i n  v i v o  c o n s i d e r i n g  t h a t  c e l l s  w e r e  i n j e c t e d  
i n t o  t h e  f o o t p a d  o f  m i c e  a n d  t h e  p o p l i t e a l  l y m p h  n o d e s  a r e  t h e  l o c a l  d r a i n i n g  
l y m p h  n o d e s .  T r a n s f e r r e d  D C  w o u l d  m o r e  t h a n  l i k e l y  m i g r a t e  t o  p o p l i t e a l  l y m p h  
n o d e s  w h e r e  t h e y  w o u l d  e n c o u n t e r  a n d  p o s s i b l y  i n d u c e  l y m p h o c y t e s  t o  p r o d u c e  
c y t o k i n e s .  S p l e e n s  c e l l s  w e r e  a l s o  e x a m i n e d  f o r  a n y  c h a n g e s  i n  c y t o k i n e  
p r o d u c t i o n  t o  a s s e s s  w h e t h e r  P U F A - m o d u l a t e d  D C  c o u l d  h a v e  a  m o r e  s y s t e m i c  
e f f e c t .  T h e  c h a n g e s  o c c u r r i n g  i n  t h e  s p l e e n  w e r e  l e s s  n o t a b l e  t h a n  t h o s e  i n  t h e  
l y m p h  n o d e  f o r  a l l  o f  t h e  c y t o k i n e s  e x a m i n e d .  
T r e a t i n g  D C  w i t h  C L A  b e f o r e  f o o t p a d  t r a n s f e r e n c e  i n h i b i t e d  b a s a l  I L - 1 7  l e v e l s  
i n  t h e  l y m p h  n o d e s  ( F i g u r e  4 . 7 A ;  p < 0 . 0 1 )  a n d  a l s o  s u p p r e s s e d  I L - 1 7  p r o d u c t i o n  
f r o m  l y m p h o c y t e s  f o l l o w i n g  K L H  s t i m u l a t i o n  ( 2 p g  p < 0 . 0 1 ;  1 0 p g  p < 0 . 0 0 1 ;  5 0 p g  
p < 0 . 0 0 1 ) .  C L A - t r e a t e d  D C  p r e - a c t i v a t e d  w i t h  K L H  a l s o  i n h i b i t e d  I L - 1 7  
p r o d u c t i o n  w h e n  c e l l s  w e r e  r e - s t i m u l a t e d  w i t h  1 0 p g  K L H  e x  v i v o  ( p < 0 . 0 1 ) .  
U n e x p e c t e d l y ,  L A - t r e a t e d  D C  a l s o  d o w n - r e g u l a t e d  I L - 1 7  p r o d u c t i o n  f r o m  l y m p h  
n o d e  c e l l s  i n  a  s i m i l a r  m a n n e r  t o  C L A .  L A  h a s  c o n s i s t e n t l y  b e e n  f o u n d  t o  
d e c r e a s e  t h e  p r o d u c t i o n  o f  t h e  p 4 0  s u b - u n i t  f r o m  D C  i n  o u r  p r e v i o u s  d a t a .  T h e  
p 4 0  s u b - u n i t  i s  f o u n d  i n  b o t h  I L - 2 3  a n d  I L - 1 2 ,  a n d  c o n s i d e r i n g  t h e  p i v o t a l  r o l e  o f  
I L - 2 3  i n  d i r e c t i n g  a  T h 1 7  r e s p o n s e ,  a  d e c r e a s e  i n  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  p 4 0  m a y  
l i m i t  I L - 2 3  p r o d u c t i o n  a n d  p e r h a p s  e x p l a i n  t h e  L A - g e n e r a t e d  s u p p r e s s i o n  o f  I L -  
1 7  p r o d u c t i o n  s e e n  h e r e .  O f  i n t e r e s t ,  i s  t h e  f i n d i n g  t h a t  C L A  t r e a t m e n t  d e c r e a s e d  
I L - 1 7  p r o d u c t i o n  f r o m  s p l e n o c y t e s .  S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  u s i n g  a n  u n p a i r e d  t - t e s t  
r e v e a l e d  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  i n  I L - 1 7  p r o d u c t i o n  b e t w e e n  t h e  D M S O K L H  
a n d  C L A I K L H  t r e a t m e n t s .  C L A  s u p p r e s s e d  I L - 1 7  p r o d u c t i o n  i n  u n s t i m u l a t e d  
s p l e n o c y t e s  ( p < 0 . 0 0 1 )  a n d  i n  c e l l s  s t i m u l a t e d  w i t h  2 p g  K L H  ( p < 0 . 0 5 ) .  L A  d i d  
n o t  h a v e  a n  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o n  I L - 1 7  p r o d u c t i o n  i n  t h e  s p l e e n  [ F i g u r e  4 . 7 B I .  
T h e  p r o d u c t i o n  o f  I L - 1 0  f r o m  l y m p h  n o d e  c e l l s  w a s  i n c r e a s e d  f o l l o w i n g  t h e  
t r a n s f e r  o f  C L A - t r e a t e d  D C  i n  c o n t r o l  c e l l s  ( p < 0 . 0 0 1 ) ,  a n d  i n  c e l l s  s t i m u l a t e d  
w i t h  K L H  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  2 p g  ( p < 0 . 0 0 1 ) ,  l O p g  ( p < 0 . 0 0 1 ) ,  a n d  5 0 p g  
( p < 0 . 0 5 ) ,  b u t  t h e r e  w a s  n o  c h a n g e  i n  t h e  l e v e l s  o f  I L - 1 0  f o l l o w i n g  K L H - s p e c i f i c  
a c t i v a t i o n  [ F i g u r e  4 . 8 A I .  A g a i n  L A  i n d u c e d  a  c o m p a r a b l e  i n c r e a s e  i n  I L - 1 0  
p r o d u c t i o n  t o  C L A  i n  t h e  l y m p h  n o d e s ,  a n d  i n  f a c t  w a s  a b l e  t o  u p r e g u l a t e  K L H -  
s p e c i f i c  I L - 1 0  i n  t h e  s p l e e n  ( F i g u r e  4 . 8 B ;  5 0 y g  p < 0 . 0 5 ) .  
S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  u s i n g  a n  u n p a i r e d  t - t e s t  r e v e a l e d  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  i n  I L -  
2  p r o d u c t i o n  w h e n  K L H - s t i m u l a t e d  B C  w e r e  c u l t u r e d  w i t h  C L A  i n  c o m p a r i s o n  
t o  t h o s e  c u l t u r e d  w i t h  D M S O  b e f o r e  a d o p t i v e  t r a n s f e r  [ F i g u r e  4 . 9 A I .  
U n s t i m u l a t e d  l y m p h o c y t e s  r e c o v e r e d  f r o m  p o p l i t e a l  l y m p h  n o d e s  p r o d u c e d  l e s s  
I L - 2  ( p < 0 . 0 1 )  i n  t h e  C L N K L H  t r e a t m e n t  g r o u p ,  a s  d i d  c e l l s  p l a t e d  w i t h  1 0 p g  
K L H  ( p c 0 . 0 5 ) .  T h e  p r o l i f e r a t i o n  d a t a  o b t a i n e d  f r o m  l y m p h  n o d e  c e l l s  
s u b s t a n t i a t e  t h e  I L - 2  c y t o k i n e  d a t a  [ F i g u r e  4 . 1 0 1 :  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  w a s  
s u p p r e s s e d  i n  c o n t r o l  c e l l s  f r o m  m i c e  r e c e i v i n g  C L A - t r e a t e d  D C  ( p < 0 . 0 5 ) ,  a n d  
t h e  p r o l i f e r a t i o n  o f  l y m p h  n o d e  c e l l s  i n  t h e  C L N K L H  g r o u p  w e r e  a l s o  i n h i b i t e d  
f o l l o w i n g  s t i m u l a t i o n  w i t h  1 O p g  K L H  ( p < 0 . 0 5 ) .  T h e r e  w e r e  n o  s i g n i f i c a n t  
d i f f e r e n c e s  i n  I L - 2  p r o d u c t i o n  f r o m  s p l e e n  c e l l s  i s o l a t e d  f r o m  t h e  d i f f e r e n t  
t r e a t m e n t  g r o u p s  [ F i g u r e  4 . 9 B I .  
T h e  s e c r e t i o n  o f  I F N - ) I  r e m a i n e d  r e l a t i v e l y  u n c h a n g e d  i n  l y m p h  n o d e  c e l l s  a n d  
s p l e n o c y t e s  d e s p i t e  t h e  c o n s i d e r a b l e  C L A - i n d u c e d  r e d u c t i o n  o f  I F N - y  p r o d u c t i o n  
r e c o r d e d  i n  t h e  c o - c u l t u r e  m o d e l  [ F i g u r e  4 . 1 1 1 .  L e v e l s  o f  I L - 4  d i d  n o t  f l u c t u a t e  
t o  a n y  g r e a t  e x t e n t  b e t w e e n  t r e a t m e n t  g r o u p s  i n  e i t h e r  t h e  l y m p h  n o d e s  o r  
s p l e e n s  [ F i g u r e  4 . 1 2 1 .  
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P U F A - m o d u l a t e d  D C  c a n  i n h i b i t  s u b s e q u e n t  T  c e l l  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n .  
D C  w e r e  t r e a t e d  w i t h  D M S O  ( c o n t r o l ) ,  C L A  ( 5 0 p . M ) ,  o r  L A  ( 5 0 p M )  f o r  6  d a y s  
b e f o r e  a c t i v a t i o n  w i t h  O V A  p e p t i d e  ( 5 p g l m l ) .  A f t e r  2 4 h o u r s  D C  ( 2 x l 0 ~ 1 m l )  
w e r e  a d d e d  t o  C D 4 '  T  c e l l s  ( 2 ~ 1 0 ~ l m l )  p u r i f i e d  f r o m  t h e  s p l e e n s  o f  O V A  
D O 1  1 . 1 0  
t r a n s g e n i c  m i c e .  
I r r a d i a t i o n  o f  D C  t o o k  p l a c e  p r i o r  t o  t h i s  s t e p ,  
r e n d e r i n g  t h e  c e l l s  l e s s  a b l e  t o  s e c r e t e  p r o t e i n .  F r e s h  P U F A - t r e a t e d  p r e - a c t i v a t e d  
D C  w e r e  a d d e d  o n  d a y  7  p l u s  r I L - 2  ( I O U I m l ) ,  a n d  s u p e r n a t a n t s  r e m o v e d  o n  d a y  
1 0 .  S a m p l e s  w e r e  a n a l y s e d  f o r  l e v e l s  o f  I F N - ) I  [ A ] ,  I L - 1 7  [ B ] ,  a n d  I L - 4  [ C ] .  
R e s u l t s  a r e  m e a n s  *  S E  o f  t r i p l i c a t e  a s s a y s  a n d  r e p r e s e n t  t h r e e  i n d e p e n d e n t  
e x p e r i m e n t s .  
* * p < 0 . 0 1 ,  " ~ ~ 0 . 0 5  v s  D M S O  v e h i c l e  c o n t r o l  d e t e r m i n e d  b y  o n e - w a y  A N O V A  
t e s t  
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P U F A - m o d u l a t e d  D C  a r e  l e s s  a b l e  t o  i n h i b i t  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  f r o m  C D 8  T  
c e l l s  w h e n  a c t i v a t e d  b y  O V A  a n d  L P S  c o m b i n e d .  
D C  i n c u b a t e d  w i t h  D M S O ,  C L A  o r  L A  w e r e  t r e a t e d  f o r  2 4 h o u r s  w i t h  L P S  
( 1 0 0 n g / r n l ) ,  O V A  ( 5 p g / m l ) ,  o r  a  c o m b i n a t i o n  o f  t h e  t w o  ( O V A U S )  b e f o r e  
b e i n g  i r r a d i a t e d  a n d  c o - c u l t u r e d  w i t h  C D 4 +  O V A  t r a n s g e n i c  T  c e l l s .  S u p e r n a t a n t  
w a s  a s s e s s e d  f o r  l e v e l s  o f  I F N - y  o n  d a y  4  [ A ]  a n d  d a y  1 0  [ B ]  o f  c o - c u l t u r e .  
R e s u l t s  a r e  m e a n s  &  S E  o f  d u p l i c a t e  a s s a y s  a n d  r e p r e s e n t  2  i n d e p e n d e n t  
e x p e r i m e n t s  
* p < 0 . 0 5  v s .  D M S O  v e h i c l e  c o n t r o l  d e t e r m i n e d  b y  o n e - w a y  A N O V A  t e s t  
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P U F A - m o d u l a t e d  D C  a r e  l e s s  a b l e  t o  i n h i b i t  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  f r o m  C D 8  T  
c e l l s  w h e n  a c t i v a t e d  b y  O V A  a n d  L P S  c o m b i n e d .  
D C  i n c u b a t e d  w i t h  D M S O ,  C L A  o r  L A  w e r e  t r e a t e d  f o r  2 4 h o u r s  w i t h  L P S  
( 1 0 0 n g / m l ) ,  O V A  ( 5 p g / m l ) ,  o r  a  c o m b i n a t i o n  o f  t h e  t w o  ( O V A I L P S )  b e f o r e  
b e i n g  i r r a d i a t e d  a n d  c o - c u l t u r e d  w i t h  C D 4 +  O V A  t r a n s g e n i c  T  c e l l s .  S u p e r n a t a n t  
w a s  a s s e s s e d  f o r  l e v e l s  o f  I L - 1 7  o n  d a y  4  [ A ]  a n d  d a y  1 0  [ B ]  o f  c o - c u l t u r e .  
R e s u l t s  a r e  m e a n s  &  S E  o f  d u p l i c a t e  a s s a y s  a n d  r e p r e s e n t  2  i n d e p e n d e n t  
e x p e r i m e n t s  
* * * p < 0 . 0 0 1 ,  " ~ ~ 0 . 0 5  v s  D M S O  v e h i c l e  c o n t r o l  d e t e r m i n e d  b y  o n e - w a y  
A N O V A  t e s t  
S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  b e t w e e n  D M S O / O V A  a n d  C L A I O V A  g r o u p s  
u s i n g  a n  u n p a i r e d  t - t e s t  ( p < 0 . 0 0 1 )  w h e r e  i n d i c a t e d .  
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P U F A - m o d u l a t e d  D C  a r e  l e s s  a b l e  t o  i n h i b i t  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  f r o m  C D &  T  
c e l l s  w h e n  a c t i v a t e d  b y  O V A  a n d  L P S  c o m b i n e d .  
D C  i n c u b a t e d  w i t h  D M S O ,  C L A  o r  L A  w e r e  t r e a t e d  f o r  2 4 h o u r s  w i t h  L P S  
( 1 0 0 n g / m l ) ,  O V A  ( 5 p g / m l ) ,  o r  a  c o m b i n a t i o n  o f  t h e  t w o  ( O V N L P S )  b e f o r e  
b e i n g  i r r a d i a t e d  a n d  c o - c u l t u r e d  w i t h  C D 4 '  O V A  t r a n s g e n i c  T  c e l l s .  S u p e r n a t a n t  
w a s  a s s e s s e d  f o r  l e v e l s  o f  I L - 2  o n  d a y  4  [ A ]  a n d  d a y  1 0  [ B ]  o f  c o - c u l t u r e .  
R e s u l t s  a r e  m e a n s  &  S E  o f  d u p l i c a t e  a s s a y s  a n d  r e p r e s e n t  2  i n d e p e n d e n t  
e x p e r i m e n t s  
* * * p < 0 . 0 0  1 ,  * * p < 0 . 0 1 ,  * p < 0 . 0 5  v s  D M S O  v e h i c l e  c o n t r o l  d e t e r m i n e d  b y  o n e -  
w a y  A N O V A  t e s t  
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P U F A - m o d u l a t e d  D C  a r e  l e s s  a b l e  t o  i n h i b i t  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  f r o m  C D 4  T  
c e l l s  w h e n  a c t i v a t e d  b y  O V A  a n d  L P S  c o m b i n e d .  
D C  i n c u b a t e d  w i t h  D M S O ,  C L A  o r  L A  w e r e  t r e a t e d  f o r  2 4 h o u r s  w i t h  L P S  
( 1 0 0 n g / m l ) ,  O V A  ( 5 p g / m l ) ,  o r  a  c o m b i n a t i o n  o f  t h e  t w o  ( O V A / L P S )  b e f o r e  
b e i n g  i r r a d i a t e d  a n d  c o - c u l t u r e d  w i t h  C D 4 +  O V A  t r a n s g e n i c  T  c e l l s .  S u p e r n a t a n t  
w a s  a s s e s s e d  f o r  l e v e l s  o f  I L - 4  o n  d a y  4  [ A ]  a n d  d a y  1 0  [ B ]  o f  c o - c u l t u r e .  
R e s u l t s  a r e  m e a n s  +  S E  o f  d u p l i c a t e  a s s a y s  a n d  r e p r e s e n t  2  i n d e p e n d e n t  
e x p e r i m e n t s  
* p < 0 . 0 5  v s .  D M S O  v e h i c l e  c o n t r o l  d e t e r m i n e d  b y  o n e - w a y  A N O V A  t e s t  
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T h e  E R K  i n h i b i t o r  U 0 1 2 6  p a r t i a l l y  r e v e r s e s  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t s  o f  P U F A  o n  
D C - m e d i a t e d  C D 4 '  T  c e l l  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n .  
P U F A - t r e a t e d  i r r a d i a t e d  D C  w e r e  a c t i v a t e d  w i t h  O V A  p e p t i d e  a n d  c o - c u l t u r e d  
w i t h  n a l v e  T  h e l p e r  c e l l s  f r o m  O V A  t r a n s g e n i c  m i c e .  W h e r e  i n d i c a t e d  t h e  E R K  
i n h i b i t o r  U 0 1 2 6  ( 5 p M )  w a s  a d d e d  1  h o u r  p r i o r  t o  D C  a c t i v a t i o n .  S u p e r n a t a n t  
w a s  r e m o v e d  o n  d a y  4  o f  t h e  c o - c u l t u r e  e x p e r i m e n t  f o r  c y t o k i n e  a n a l y s i s :  I F N - y  
[ A ] ,  I L - 1 7  [ B ]  a n d  I L - 2  [ C ] .  R e s u l t s  a r e  m e a n s  &  S E  o f  d u p l i c a t e  a s s a y s  a n d  
r e p r e s e n t  t w o  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s .  
* * * p < 0 . 0 0 1 ,  * * p < 0 . 0 1 ,  * p < 0 . 0 5  v s  D M S O  v e h i c l e  c o n t r o l  d e t e r m i n e d  b y  o n e -  
w a y  A N O V A  t e s t  
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A d o p t i v e l y  t r a n s f e r r e d ,  f a t t y  a c i d - m o d u l a t e d  D C  a l t e r  a n t i g e n - s p e c i f l c  I L 1 7  
p r o d u c t i o n  f r o m  t h e  l y m p h  n o d e  a n d  s p l e e n  c e l l s  o f  r e c i p i e n t  m i c e  
D C  w e r e  c u l t u r e d  w i t h  D M S O ,  C L A  o r  L A  ( 5 0 p . M )  f o r  6  d a y s .  O n  d a y  6 ,  c e l l s  
w e r e  s t i m u l a t e d  w i t h  K L H  ( 1 0 p g I m l )  o r  m e d i a  a l o n e ,  h a r v e s t e d  a f t e r  a  f u r t h e r  2 4  
h o u r s  a n d  t h e n  i n j e c t e d  i n t o  t h e  f o o t p a d s  o f  B A L B I c  m i c e  ( l o 5  c e l l s  p e r  f o o t p a d ) .  
A f t e r  7  d a y s ,  l o c a l  l y m p h  n o d e s  ( p o p l i t e a l )  w e r e  r e m o v e d  a n d  p r o c e s s e d  t o  g i v e  
a  1 x 1 0 ~  c e l l s l m l .  S p l e e n s  w e r e  a l s o  r e m o v e d  a n d  s p l e n o c y t e s  a d j u s t e d  t o  g i v e  
2 x 1 0 ~  c e l l s l m l .  C e l l s  w e r e  a d d e d  i n  t r i p l i c a t e  t o  a  9 6 - w e l l  p l a t e  w i t h  i n c r e a s i n g  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  K L H  ( 2 - 5 0 p g l m l )  a n d  w e r e  a l s o  s t i m u l a t e d  w i t h  a C D 3  
( 1 p . g I m l )  a n d  P M A  ( 2 0 n g l m l )  a s  a  p o s i t i v e  c o n t r o l .  S u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  
a f t e r  7 2  h o u r s  a n d  l e v e l s  o f  L L - 1 7  m e a s u r e d  i n  t h e  l y m p h  n o d e s  [ A ]  a n d  s p l e e n  
[ B ] .  R e s u l t s  a r e  m e a n s  &  S E  o f  t r i p l i c a t e  a s s a y s  f r o m  5  s e p a r a t e  m i c e .  
* * * p < 0 . 0 0 1 ,  * * p < 0 . 0 1 ,  * p < 0 . 0 5  v s  D M S O  v e h i c l e  c o n t r o l  d e t e r m i n e d  b y  o n e -  
w a y  A N O V A  t e s t .  S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  b e t w e e n  D M S O / K L H  a n d  
C L A I K L H  g r o u p s  u s i n g  a n  u n p a i r e d  t - t e s t  ( w h e r e  i n d i c a t e d ) .  
L Y M P H  N O D E  
0  M E D I A  A L O N E  
2 b g / m l  K L H  
B  l O p g / m l  K L H  
IIEU 5 0 M m l  K L H  
I Z Z A  P W a C D 3  
F I G U R E  4 . 8  
A d o p t i v e l y  t r a n s f e r r e d ,  f a t t y  a c i d - m o d u l a t e d  D C  a l t e r  a n t i g e n - s p e c i f i c  I L l O  
p r o d u c t i o n  f r o m  t h e  l y m p h  n o d e  a n d  s p l e e n  c e l l s  o f  r e c i p i e n t  m i c e  
D C  w e r e  c u l t u r e d  w i t h  D M S O ,  C L A  o r  L A  ( 5 0 p . M )  f o r  6  d a y s .  O n  d a y  6 ,  c e l l s  
w e r e  s t i m u l a t e d  w i t h  K L H  ( 1 0 p g I m l )  o r  m e d i a  a l o n e ,  h a r v e s t e d  a f t e r  a  f u r t h e r  2 4  
h o u r s  a n d  t h e n  i n j e c t e d  i n t o  t h e  f o o t p a d s  o f  B A L B I c  m i c e  ( l o 5  c e l l s  p e r  f o o t p a d ) .  
A f t e r  7  d a y s ,  l o c a l  l y m p h  n o d e s  ( p o p l i t e a l )  w e r e  r e m o v e d  a n d  p r o c e s s e d  t o  g i v e  
a  1 x 1 0 ~  c e l l s l m l .  S p l e e n s  w e r e  a l s o  r e m o v e d  a n d  s p l e n o c y t e s  a d j u s t e d  t o  g i v e  
2 x 1 0 ~  c e l l s l m l .  C e l l s  w e r e  a d d e d  i n  t r i p l i c a t e  t o  a  9 6 - w e l l  p l a t e  w i t h  i n c r e a s i n g  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  K L H  ( 2 - 5 0 p g l r n l )  a n d  w e r e  a l s o  s t i m u l a t e d  w i t h  a C D 3  
( l p g l m l )  a n d  P M A  ( 2 0 n g I m l )  a s  a  p o s i t i v e  c o n t r o l .  S u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  
a f t e r  7 2  h o u r s  a n d  l e v e l s  o f  I L - 1 0  m e a s u r e d  i n  t h e  l y m p h  n o d e s  [ A ]  a n d  s p l e e n  
[ B ] .  R e s u l t s  a r e  m e a n s  &  S E  o f  t r i p l i c a t e  a s s a y s  f r o m  5  s e p a r a t e  m i c e .  
* * * p < 0 . 0 0 1 ,  * * p < 0 . 0 1 ,  * p < 0 . 0 5  v s  D M S O  v e h i c l e  c o n t r o l  d e t e r m i n e d  b y  o n e -  
w a y  A N O V A  t e s t  
I  L - 2  
0  M E D I A  A L O N E  
L Y M P H  N O D E  2 p g 1 r n 1  K L H  
1 0 ~ g I m l  K L H  
A  L U U l 5 0 ~ / r n l  K L H  
P W a C D 3  
-  
E  
.  
m  
P  
3  
U  I  - 1 -  -  
D M S O  D M S ~ + K L H ~  C L A  
S P L E E N  
F I G U R E  4 . 9  
A d o p t i v e l y  t r a n s f e r r e d ,  f a t t y  a c i d - m o d u l a t e d  D C  a l t e r  a n t i g e n - s p e c i f i c  I L - 2  
p r o d u c t i o n  f r o m  t h e  l y m p h  n o d e  a n d  s p l e e n  c e l l s  o f  r e c i p i e n t  m i c e  
D C  w e r e  c u l t u r e d  w i t h  D M S O ,  C L A  o r  L A  ( 5 0 p M )  f o r  6  d a y s .  O n  d a y  6 ,  c e l l s  
w e r e  s t i m u l a t e d  w i t h  K L H  ( 1 0 p g I m l )  o r  m e d i a  a l o n e ,  h a r v e s t e d  a f t e r  a  f u r t h e r  2 4  
h o u r s  a n d  t h e n  i n j e c t e d  i n t o  t h e  f o o t p a d s  o f  B A L B I c  m i c e  ( l o 5  c e l l s  p e r  f o o t p a d ) .  
A f t e r  7  d a y s ,  l o c a l  l y m p h  n o d e s  ( p o p l i t e a l )  w e r e  r e m o v e d  a n d  p r o c e s s e d  t o  g i v e  
a  1 x 1 0 ~  c e l l s / m l .  S p l e e n s  w e r e  a l s o  r e m o v e d  a n d  s p l e n o c y t e s  a d j u s t e d  t o  g i v e  
2 x 1 0 ~  c e l l s l m l .  C e l l s  w e r e  a d d e d  i n  t r i p l i c a t e  t o  a  9 6 - w e l l  p l a t e  w i t h  i n c r e a s i n g  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  K L H  ( 2 - 5 0 p g l m l )  a n d  w e r e  a l s o  s t i m u l a t e d  w i t h  a C D 3  
( l p g l r n l )  a n d  P M A  ( 2 0 n g l m l )  a s  a  p o s i t i v e  c o n t r o l .  
S u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  
a f t e r  7 2  h o u r s  a n d  l e v e l s  o f  I L - 2  m e a s u r e d  i n  t h e  l y m p h  n o d e s  [ A ]  a n d  s p l e e n  
[ B ] .  R e s u l t s  a r e  m e a n s  +  S E  o f  t r i p l i c a t e  a s s a y s  f r o m  5  s e p a r a t e  m i c e .  
* * p c 0 . 0 1 ,  * p c 0 . 0 5  v s  D M S O  v e h i c l e  c o n t r o l  d e t e r m i n e d  b y  o n e - w a y  A N O V A  
t e s t .  S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  b e t w e e n  D M S O I K L H  a n d  C L A I K L H  
g r o u p s  u s i n g  a n  u n p a i r e d  t - t e s t  ( w h e r e  i n d i c a t e d ) .  
L Y M P H  N O D E  
0  M E D I A  A L O N E  
2 w l m l  K L H  
H  1 0 p g / m l  K L H  
m 5 0 ~ l m l  K L H  
E Z l  P M A I a C D 3  
F I G U R E  4 . 1 0  
A d o p t i v e l y  t r a n s f e r r e d ,  f a t t y  a c i d - m o d u l a t e d  D C  o n l y  h a v e  a  s l i g h t  e f f e c t  o n  t h e  
a n t i g e n - s p e c i f i c  p r o l i f e r a t i o n  o f  l y m p h  n o d e  c e l l s  i s o l a t e d  f r o m  r e c i p i e n t  m i c e  
D C  w e r e  d i f f e r e n t i a t e d  f r o m  b o n e  m a r r o w  c e l l s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  D M S O ,  C L A  
o r  L A  ( 5 0 p M )  f o r  6  d a y s .  O n  d a y  6 ,  c e l l s  w e r e  s t i m u l a t e d  w i t h  K L H  a n t i g e n  
( I O p g I m l )  o r  m e d i u m  a l o n e  a n d  a f t e r  a  f u r t h e r  2 4  h o u r s ,  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  a n d  
i n j e c t e d  i n t o  t h e  f o o t p a d s  o f  B A L B I c  m i c e  ( 5  m i c e  p e r  t r e a t m e n t  g r o u p ,  l o 5  c e l l s  
p e r  f o o t p a d ) .  
A f t e r  7  d a y s ,  l o c a l  l y m p h  n o d e s  ( p o p l i t e a l )  w e r e  r e m o v e d  a n d  p r o c e s s e d  t o  g i v e  
a  1 x 1 0 ~  c e l l s l m l  c e l l  s u s p e n s i o n .  C e l l s  w e r e  t h e n  a d d e d  i n  t r i p l i c a t e  t o  a  9 6 - w e l l  
p l a t e  w i t h  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  K L H  ( 2 - 5 0 p g l m l )  a n d  w e r e  a l s o  
s t i m u l a t e d  w i t h  a C D 3  ( l p g l m l )  a n d  P M A  ( 2 0 n g l m l )  a s  a  p o s i t i v e  c o n t r o l .  
S u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  a f t e r  7 2  h o u r s  a n d  1 p C i I w e l l  o f  [ ' H I - t h y m i d i n e  a d d e d  
t o  e a c h  w e l l  i n  2 0 0 p 1  o f  m e d i a .  P l a t e s  w e r e  c u l t u r e d  f o r  a n  a d d i t i o n a l  4  h o u r s ,  
a f t e r  w h i c h  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  a n d  p r o l i f e r a t i o n  a s s e s s e d  b y  [ 3 ~ ] - t h y m i d i n e  
i n c o r p o r a t i o n  o n  a  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r  ( e x p r e s s e d  a s  c o u n t s  p e r  m i n u t e  o r  c p m ) .  
R e s u l t s  a r e  m e a n s  &  S E  o f  t r i p l i c a t e  a s s a y s  f r o m  5  s e p a r a t e  m i c e .  
* p < 0 . 0 5  v s .  D M S O  v e h i c l e  c o n t r o l  d e t e r m i n e d  b y  o n e - w a y  A N O V A  t e s t  
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F I G U R E  4 . 1 1  
A d o p t i v e l y  t r a n s f e r r e d ,  f a t t y  a c i d - m o d u l a t e d  D C  h a v e  n o  s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  
t h e  a n t i g e n - s p e c i f i c  p r o d u c t i o n  o f  I F N - y  f r o m  t h e  l y m p h  n o d e  a n d  s p l e e n  c e l l s  
o f  r e c i p i e n t  m i c e  
D C  w e r e  c u l t u r e d  w i t h  D M S O ,  C L A  o r  L A  ( 5 0 p M )  f o r  6  d a y s .  O n  d a y  6 ,  c e l l s  
w e r e  s t i m u l a t e d  w i t h  K L H  ( 1 0 p g I m l )  o r  m e d i a  a l o n e ,  h a r v e s t e d  a f t e r  a  f u r t h e r  2 4  
h o u r s  a n d  t h e n  i n j e c t e d  i n t o  t h e  f o o t p a d s  o f  B A L B I c  m i c e  ( l o 5  c e l l s  p e r  f o o t p a d ) .  
A f t e r  7  d a y s ,  l o c a l  l y m p h  n o d e s  ( p o p l i t e a l )  w e r e  r e m o v e d  a n d  p r o c e s s e d  t o  g i v e  
a  1 x 1 0 ~  c e l l s l m l .  S p l e e n s  w e r e  a l s o  r e m o v e d  a n d  s p l e n o c y t e s  a d j u s t e d  t o  g i v e  
2 x 1 0 ~  c e l l s / m l .  C e l l s  w e r e  a d d e d  i n  t r i p l i c a t e  t o  a  9 6 - w e l l  p l a t e  w i t h  i n c r e a s i n g  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  K L H  ( 2 - 5 0 p g l r n l )  a n d  w e r e  a l s o  s t i m u l a t e d  w i t h  a C D 3  
( l p g l m l )  a n d  P M A  ( 2 0 n g l m l )  a s  a  p o s i t i v e  c o n t r o l .  S u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  
a f t e r  7 2  h o u r s  a n d  l e v e l s  o f  I F N - y  m e a s u r e d  i n  t h e  l y m p h  n o d e s  [ A ]  a n d  s p l e e n  
[ B ] .  R e s u l t s  a r e  m e a n s  +  S E  o f  t r i p l i c a t e  a s s a y s  f r o m  5  s e p a r a t e  m i c e .  
* * * p < 0 . 0 0 1  v s .  D M S O  v e h i c l e  c o n t r o l  d e t e r m i n e d  b y  o n e - w a y  A N O V A  t e s t  
0  M E D I A  A L O N E  
L Y M P H  N O D E  
2 U m l  K L H  
c - I  1 0 k g / m l  K L H  
W  5 0 U r n l  K L H  
E B l  P M A l a C D 3  
* "  
S P L E E N  
F I G U R E  4 . 1 2  
A d o p t i v e l y  t r a n s f e r r e d ,  f a t t y  a c i d - m o d u l a t e d  D C  h a v e  l i t t l e  e f f e c t  o n  t h e  
a n t i g e n - s p e c i f i c  p r o d u c t i o n  o f  I L 4  f r o m  t h e  l y m p h  n o d e  a n d  s p l e e n  c e l l s  o f  
r e c i p i e n t  m i c e  
D C  w e r e  c u l t u r e d  w i t h  D M S O ,  C L A  o r  L A  ( 5 0 p M )  f o r  6  d a y s .  O n  d a y  6 ,  c e l l s  
w e r e  s t i m u l a t e d  w i t h  K L H  ( 1 0 p g I m l )  o r  m e d i a  a l o n e ,  h a r v e s t e d  a f t e r  a  f u r t h e r  2 4  
h o u r s  a n d  t h e n  i n j e c t e d  i n t o  t h e  f o o t p a d s  o f  B A L B I c  m i c e  ( l o 5  c e l l s  p e r  f o o t p a d ) .  
A f t e r  7  d a y s ,  l o c a l  l y m p h  n o d e s  ( p o p l i t e a l )  w e r e  r e m o v e d  a n d  p r o c e s s e d  t o  g i v e  
a  1 x 1 0 ~  c e l l s / r n l .  S p l e e n s  w e r e  a l s o  r e m o v e d  a n d  s p l e n o c y t e s  a d j u s t e d  t o  g i v e  
2 x 1 0 ~  c e l l s / m l .  C e l l s  w e r e  a d d e d  i n  t r i p l i c a t e  t o  a  9 6 - w e l l  p l a t e  w i t h  i n c r e a s i n g  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  K L H  ( 2 - 5 0 p g l m l )  a n d  w e r e  a l s o  s t i m u l a t e d  w i t h  a C D 3  
( l p g l m l )  a n d  P M A  ( 2 0 n g l m l )  a s  a  p o s i t i v e  c o n t r o l .  S u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  
a f t e r  7 2  h o u r s  a n d  l e v e l s  o f  I L - 4  m e a s u r e d  i n  t h e  l y m p h  n o d e s  [ A ]  a n d  s p l e e n  
[ B ] .  R e s u l t s  a r e  m e a n s  &  S E  o f  t r i p l i c a t e  a s s a y s  f r o m  5  s e p a r a t e  m i c e .  
* * p c 0 . 0 1  v s .  D M S O  v e h i c l e  c o n t r o l  d e t e r m i n e d  b y  o n e - w a y  A N O V A  t e s t  
4 . 3  D I S C U S S I O N  
R e s u l t s  h e r e  p r o v i d e  e v i d e n c e  t h a t  P U F A - m o d u l a t e d  d e n d r i t i c  c e l l s  h a v e  
c o n s e q u e n c e s  o n  t h e  e n s u i n g  a d a p t i v e  i m m u n e  r e s p o n s e .  T h i s  w a s  s e e n  w h e n  
C L A - m o d i f i e d  D C  i n h i b i t e d  t h e  p r o d u c t i o n  o f  I F N - y ,  I L - 1 7 ,  I L - 4  a n d  L - 2  b y  
C D 4 '  T  c e l l s  i n  a  c o - c u l t u r e  m o d e l  s u g g e s t i n g  t h a t  P U F A - m o d u l a t e d  A P C  c a n  
s u b v e r t  b o t h  T h l  a n d  T h 1 7  r e s p o n s e s  b y  r e d u c i n g  I F N - y  a n d  I L - 1 7  p r o d u c t i o n ,  
r e s p e c t i v e l y .  A d d i t i o n a l  i r n m u n o m o d u l a t o r y  e f f e c t s  o f  C L A  o n  a d a p t i v e  
i m m u n i t y  w e r e  s e e n  w h e n  a d o p t i v e l y  t r a n s f e r r e d  D C  p r e - t r e a t e d  w i t h  C L A  
i n h i b i t e d  I L - 1 7  p r o d u c t i o n  i n  l y m p h o c y t e s  i s o l a t e d  f r o m  t h e  l y m p h  n o d e s  a n d  
s p l e e n s  o f  r e c i p i e n t  m i c e ,  a s  w e l l  a s  r e d u c i n g  t h e  l e v e l  o f  I L - 2  p r o d u c e d  b y  
l y m p h  n o d e  c e l l s  a n d  i n c r e a s i n g  I L - 1 0  p r o d u c t i o n .  
R e s u l t s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  c o - c u l t u r e  m o d e l  w e r e  v e r y  c o n s i s t e n t ,  p a r t i c u l a r l y  o n  
d a y  1 0  o f  t h e  e x p e r i m e n t  f o l l o w i n g  t h e  s e c o n d  r o u n d  o f  T  c e l l  s t i m u l a t i o n .  
L e v e l s  o f  I F N - y  w e r e  c o n s i s t e n t l y  a n d  s i g n i f i c a n t l y  s u p p r e s s e d .  I F N - y  d e f i n e s  a  
T h l  r e s p o n s e  a n d  i t s  p r o - i n f l a m m a t o r y  e f f e c t s  a t  t h e  s i t e  o f  t i s s u e  i n f l a m m a t i o n  
a r e  w e l l  e s t a b l i s h e d .  O n e  o f  i t s  m a j o r  r o l e s  i s  t o  a c t i v a t e  m a c r o p h a g e  a n d  D C ,  
l e a d i n g  t o  a u g m e n t e d  p h a g o c y t o s i s ,  i n c r e a s e d  M H C I  a n d  I 1  e x p r e s s i o n ,  a n d  
i n d u c t i o n  o f  I L - 1 2  p r o d u c t i o n  ( S z a b o  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  H o w e v e r ,  a t t e m p t s  t o  d e f i n e  
t h e  r o l e  o f  I F N - y  i n  a u t o i m m u n i t y  b y  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  n e u t r a l i z i n g  
a n t i b o d i e s  h a v e  y i e l d e d  c o n f l i c t i n g  r e s u l t s .  I n  s o m e  s y s t e m s  d i s e a s e  p a t h o l o g y  
w a s  a c c e l e r a t e d ,  f o r  e x a m p l e ,  t h e  a b s e n c e  o f  a  c o m p e t e n t  I F N - y  r e s p o n s e  
e n h a n c e d  d i s e a s e  s e v e r i t y  i n  E A E  a n d  c o l l a g e n - i n d u c e d  a r t h r i t i s  ( R o s l o n i e c  e t  
a l . ,  2 0 0 2 ;  K e l c h t e r m a n s  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  C o n t r a s t i n g l y ,  s o m e  s u b s t a n c e s  h a v e  h a d  
t h e i r  t h e r a p e u t i c  e f f i c a c y  a t t r i b u t e d  t o  t h e i r  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o n  I F N - y :  A  h e r b a l  
a c t e o s i d e  i s o l a t e d  f r o m  P l a n t a g o  l a n c e o l a t a  L .  w a s  f o u n d  t o  s i g n i f i c a n t l y  
d e c r e a s e  I F N - y  p r o d u c t i o n  f r o m  c e l l s  i s o l a t e d  f r o m  t h e  M L N  o f  c o l i t i c  m i c e  a n d  
t h i s  r e d u c t i o n  c o r r e l a t e d  w i t h  a m e l i o r a t e d  d i s e a s e  p a t h o l o g y  ( H a u s m a n n  e t  a l . ,  
2 0 0 7 ) :  I n f l i x i m a b ,  a  c h i m e r i c  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  t h a t  n e u t r a l i z e s  b o t h  s o l u b l e  
a n d  m e m b r a n e - b o u n d  T N F - a ,  w a s  u s e d  a s  a  t r e a t m e n t  i n  a  m o d e l  o f  p s o r i a s i s  
( c h r o n i c  i n f l a m m a t o r y  s k i n  d i s e a s e )  a n d  w a s  f o u n d  t o  d o s e - d e p e n d e n t l y  i m p a i r  T  
c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  I F N - y  r e l e a s e ,  b o t h  o f  w h i c h  w e r e  s u g g e s t e d  t o  b e  t h e  
i m m u n o m o d u l a t o r y  m e c h a n i s m s  w h i c h  l e a d  t o  d i s e a s e  r e m i s s i o n  ( B e d i n i  e t  a l . ,  
2 0 0 6 ) .  I t  w a s  o n l y  i n  t h e  c o - c u l t u r e  m o d e l  t h a t  w e  s a w  a  s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n  i n  
E N - ?  p r o d u c t i o n .  I n  t h e  a d o p t i v e  t r a n s f e r  e x p e r i m e n t  w e  s a w  n o  d i f f e r e n c e s  i n  
I F N - y  p r o d u c t i o n  b e t w e e n  c o n t r o l ,  P U F A  a n d  s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d  g r o u p s .  T h i s  
m a y  b e  s o l e l y  d u e  t o  t h e  d i f f e r e n t  c u l t u r e  s y s t e m s  u s e d ,  a s  P U F A  h a v e  b e e n  
s h o w n  t o  h a v e  c o n t r a s t i n g  e f f e c t s  o n  d i s t i n c t  c e l l  t y p e s .  F o r  e x a m p l e ,  
P e t u r s d o t t i r  a n d  H a r d a r d o t t i r  ( 2 0 0 7 )  f o u n d  t h a t  d i e t a r y  f i s h  o i l  h a d  a n  i n h i b i t o r y  
e f f e c t  o n  T N F - a  a n d  I L - 1 0  p r o d u c t i o n  f r o m  s p l e n i c  T  c e l l s  b u t  i n c r e a s e d  t h e i r  
s e c r e t i o n  b y  s p l e n i c  m a c r o p h a g e .  
A s  m e n t i o n e d  a b o v e ,  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  I F N - ) I  h a s  b e e n  s h o w n  t o  h a v e  
d i s t i n c t  e f f e c t s  i n  d i f f e r e n t  d i s e a s e  m o d e l s ,  a n d  a l t h o u g h  g e n e r a l l y  c o n s i d e r e d  a  
p r o - i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e  a  l a c k  o f  I F N - ) I  h a s  b e e n  s h o w n  t o  e x a c e r b a t e  s o m e  
i n f l a m m a t o r y  s i t u a t i o n s .  I r m l e r  a n d  c o l l e a g u e s  ( 2 0 0 7 )  s h o w e d  t h a t  d i s e a s e  
p a t h o l o g y  w a s  g r e a t l y  i n c r e a s e d  i n  L F N - ) I  k n o c k - o u t  m i c e  i n  a  m o d e l  o f  a n t i g e n -  
i n d u c e d  a r t h r i t i s .  A n d  i n  a n  a u t o i m m u n e  m o d e l  o f  g r a f t - v e r s u s - h o s t  d i s e a s e ,  
L o h r  a n d  a s s o c i a t e s  ( 2 0 0 6 )  f o u n d  t h a t  I L - 1 7  w a s  t h e  c y t o k i n e  r e s p o n s i b l e  f o r  
t i s s u e  i n f l a m m a t i o n  i n  t h i s  s e t t i n g  w h e r e a s  I F N - ) I  h a d  a  p r o t e c t i v e  e f f e c t .  T h e  
p r e s e n c e  o f  C L A  i n  b o t h  t h e  c o - c u l t u r e  s y s t e m  a n d  t h e  a d o p t i v e  t r a n s f e r  
e x p e r i m e n t  s i g n i f i c a n t l y  s u p p r e s s e d  I L - 1 7  p r o d u c t i o n .  I L - 1 7  i s  m a i n l y  s e c r e t e d  
b y  t h e  r e c e n t l y  d i s c o v e r e d  T h 1 7  c e l l  s u b s e t .  P a t h o g e n i c  T h 1 7  c e l l s  h a v e  b e e n  
d e t e c t e d  i n  a  n u m b e r  o f  i n f l a m m a t o r y  d i s o r d e r s ,  i n c l u d i n g  E A E  a n d  R A ,  a n d  
t h e i r  p r e s e n c e  h a s  b e e n  l i n k e d  t o  s o m e  o f  t h e  p a t h o l o g y  p r e v i o u s l y  a t t r i b u t e d  t o  a  
d i s p r o p o r t i o n a t e  T h l  r e s p o n s e  ( K i k l y  e t  a l . ,  2 0 0 6 ;  S u t t o n  e t  a l . ,  2 0 0 6 ;  Z h a n g  e t  
a l . ,  2 0 0 6 b ) .  I L - 1 7  a c t s  i n  v i t r o  a n d  i n  v i v o  a s  a  p o t e n t  i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e ,  
c o o r d i n a t i n g  t i s s u e  i n f l a m m a t i o n  b y  i n d u c i n g  t h e  e x p r e s s i o n  o f  p r o i n f l a m m a t o r y  
c y t o k i n e s ,  ( s u c h  a s  I L - 1 ,  I L - 6 ,  I L - 8 ,  a n d  T N F - a )  w h i c h  m e d i a t e  i m m u n e  c e l l  
i n f i l t r a t i o n  a n d  t i s s u e  d e s t r u c t i o n  ( L a n g r i s h  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  T h i s  p l a c e s  T h 1 7  a n d  
t h e i r  I L - 1 7  p r o d u c t s  a s  p o t e n t i a l  t h e r a p e u t i c  t a r g e t s .  N u m e r o u s  s t u d i e s  h a v e  
e v a l u a t e d  t h e  p o t e n t i a l  b e n e f i t  o f  n e u t r a l i s i n g  I L - 1 7  t o  a l l e v i a t e  i n f l a m m a t i o n .  
F o r  e x a m p l e ,  I L - 1 7  i s  f r e q u e n t l y  d e t e c t e d  i n  t h e  i n f l a m e d  c o l o n  o f  
t r i n i t r o b e n z e n e s u l f o n i c  a c i d  ( T N B S ) - i n d u c e d  c o l i t i c  m i c e ,  a n d  Z h a n g  a n d  c o -  
w o r k e r s  ( 2 0 0 6 b )  f o u n d  t h a t  I L - 1 7 R  k n o c k o u t  m i c e  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  p r o t e c t e d  
a g a i n s t  T N B S - i n d u c e d  w e i g h t  l o s s ,  I L - 6  p r o d u c t i o n ,  a n d  c o l o n i c  i n f l a m m a t i o n ,  
a n d  t h i s  p r o t e c t i o n  o c c u r r e d  e v e n  t h o u g h  t h e r e  w e r e  c o m p a r a b l e  l e v e l s  I L - 2 3  a n d  
h i g h e r  l e v e l s  o f  I L - 1 2 p 7 0  a n d  I F N - ) I  i n  I L - 1 7 R  k n o c k o u t  m i c e  c o m p a r e d  w i t h  
w i l d - t y p e  c o n t r o l s .  T h e  f i n d i n g s  h e r e  o f  c o m p a r a b l e  l e v e l s  o f  I L - 2 3 ,  b u t  h i g h e r  
l e v e l s  o f  I F N - y  a n d  I L - 1 2 ~ 7 0 ,  w h i c h  s t i l l  p r o t e c t e d  a g a i n s t  d i s e a s e ,  r e i t e r a t e  t h a t  
n o t  a l l  p r o - i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s  h a v e  t o  b e  d o w n - r e g u l a t e d  t o  p r o v i d e  
p r o t e c t i o n  a g a i n s t  d i s e a s e ,  a n d  s e e i n g  a s  P U F A  h a v e  t h e  a b i l i t y  t o  s u p p r e s s  I L -  
1 2 ,  I F N - y  a n d  I L - 1 7  i n  d i f f e r e n t  c u l t u r e  s e t t i n g s  m a y  m e a n  t h e y  c o u l d  a f f o r d  
p r o t e c t i o n  i n  d i f f e r e n t  i n f l a m m a t o r y  s i t u a t i o n s .  
I t  i s  w e l l  d o c u m e n t e d  t h a t  t h e  c y t o k i n e s  p r o d u c e d  b y  e a c h  o f  t h e  T  h e l p e r  s u b s e t s  
i n h i b i t  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  o t h e r  T  h e l p e r  l i n e a g e s ;  T h l  c e l l  d e v e l o p m e n t  i s  
i n h i b i t e d  b y  I L - 4 ,  T h 2  b y  I F N - y ,  a n d  T h 1 7  b y  b o t h  I F N - y  a n d  I L - 4 .  B e c a u s e  o f  
t h i s ,  i t  w o u l d  b e  r e a s o n a b l e  t o  a s s u m e  t h a t  a  d e c r e a s e  i n  I F N - y  o r  I L - 1 7  w o u l d  
c o i n c i d e  w i t h  a  r i s e  i n  I L - 4 .  T h i s  h o w e v e r  w a s  n o t  t h e  c a s e  i n  t h e  c o - c u l t u r e  
m o d e l  w h e r e  a l l  t h r e e  c y t o k i n e s  w e r e  s u p p r e s s e d  b y  C L A .  T h e  p r o d u c t i o n  o f  I L -  
4  w a s  r e d u c e d  f o l l o w i n g  C D 4 '  T  c e l l  a c t i v a t i o n  w i t h  C L A - t r e a t e d  D C  c o m p a r e d  
t o  t h e  v e h i c l e  c o n t r o l ,  a n d  a l t h o u g h  g e n e r a l l y  c o n s i d e r e d  a  T h 2  c y t o k i n e ,  u n d e r  
c e r t a i n  c i r c u m s t a n c e s  I L - 4  s y n e r g i s e s  w i t h  I L - 1 2  t o  i n d u c e  p r o d u c t i o n  o f  I F N - y  
b y  D C  ( W u r t z  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  T h e r e f o r e  t h e  e f f e c t  o f  I L - 4  i s  d e p e n d a n t  o n  t h e  
m a t u r a t i o n a l  s t a g e  o f  t h e  A P C  t a r g e t ;  t h e  p r e s e n c e  o f  I L - 4  a t  e a r l y  s t a g e s  o f  D C  
a c t i v a t i o n  c a n  i n h i b i t  I F N - y  p r o d u c t i o n ,  w h e r e a s  I L - 4  c a n  a c t u a l l y  i n c r e a s e  I F N -  
y  p r o d u c t i o n  i n  m a t u r e  c e l l s  ( B a s t o s  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  A n o t h e r  i n t e r e s t i n g  f i n d i n g  
w a s  t h e  f a c t  t h a t  C L A  w a s  a b l e  t o  i n h i b i t  I L - 1 7  p r o d u c t i o n  f r o m  T  c e l l s  ( b o t h  i n  
t h e  c o - c u l t u r e  a n d  a d o p t i v e  t r a n s f e r  e x p e r i m e n t )  b u t  d i d  n o t  h a v e  a n  i n h i b i t o r y  
e f f e c t  o n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  c y t o k i n e s  t h a t  d r i v e  a  T h 1 7  r e s p o n s e  i n  D C ,  i . e .  w e  
f o u n d  t h a t  I L - 1 ,  I L - 6 ,  T N F - a  a n d  I L - 2 3  s e c r e t i o n  w a s  e i t h e r  u n a f f e c t e d  o r  
s l i g h t l y  i n c r e a s e d  i n  C L A - t r e a t e d  D C  f o l l o w i n g  L P S  s t i m u l a t i o n  i n  v i t r o  ( s e e  
c h a p t e r  3 ) ,  a l l  o f  w h i c h  c o n t r i b u t e  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  T h 1 7  c e l l s  ( S u t t o n  e t  
a l . ,  2 0 0 6 ;  K r y c z e k  e t  a l . ,  2 0 0 7 ;  Y u j i n g  B i ,  2 0 0 7 ) .  T o  o u r  k n o w l e d g e  t h e  e f f e c t s  
o f  P U F A  o n  I L - 1 7  p r o d u c t i o n  h a s  n o t  b e e n  p r e v i o u s l y  i n v e s t i g a t e d .  H o w e v e r ,  
t h e  t h e r a p e u t i c  e f f i c a c i e s  o f  o t h e r  c o m p o u n d s  t h a t  r e d u c e  I L - 1 7  p r o d u c t i o n  h a v e  
b e e n  d o c u m e n t e d :  C y c l o s p o r i n e  A  ( C S A ) ,  a  w i d e l y  u s e d  i m m u n o s u p p r e s s i v e  
d r u g ,  h a s  v a r i o u s  b i o l o g i c a l  e f f e c t s  o n  T  c e l l s ,  o n e  o f  w h i c h  i s  t h e  a b i l i t y  t o  
i n h i b i t  I L - 1 5 - i n d u c e d  I L - 1 7  p r o d u c t i o n  i n  C D 4 +  T  c e l l s  f r o m  p a t i e n t s  w i t h  
r h e u m a t o i d  a r t h r i t i s  ( C h o  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  T h e  r e s e a r c h e r s  i n  t h i s  s t u d y  d i s c o v e r e d  
t h a t  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  C S A  o n  I L - 1 7  p r o d u c t i o n  p a r t i a l l y  d e p e n d e d  o n  t h e  
p a r a l l e l e d  i n c r e a s e  i n  I L - 1 0 ,  s i n c e  n e u t r a l i z i n g  a n t i - I L - 1 0  a n t i b o d i e s  w e r e  a b l e  t o  
p a r t i a l l y  r e v e r s e  t h i s  i n h i b i t i o n .  W e  d i d  n o t  d e t e c t  a n y  I L - 1 0  i n  t h e  c o - c u l t u r e  
m o d e l .  T h e r e  w a s  h o w e v e r ,  a  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  I L - 1 0  a n d  d e c r e a s e  i n  I L -  1 7  
i n  t h e  C L A  g r o u p  o f  t h e  a d o p t i v e  t r a n s f e r  s t u d y .  I t  w o u l d  b e  i n t e r e s t i n g  t o  
a s c e r t a i n  w h e t h e r  t h e  d e c r e a s e  i n  I L -  1 7  w a s  I L -  1 0  d e p e n d e n t ,  e s p e c i a l l y  
c o n s i d e r i n g  w e  h a v e  a l r e a d y  s h o w n  t h a t  t h e  s u p p r e s s i o n  o f  I L - 1 2  f r o m  D C  i s  
d e p e n d e n t  o n  t h e  i n c r e a s e  i n  I L - 1 0  p r o d u c t i o n  i n  v i t r o  ( L o s c h e r  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  
W e  h a v e  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  a n  E R K - d e p e n d e n t  m e c h a n i s m  u t i l i s e d  b y  C L A  t o  
i n c r e a s e  I L - 1 0  p r o d u c t i o n ,  w h e r e  t h e  a m o u n t  o f  E R K  a n d  e x t e n t  o f  E R K  
p h o s p h o r y l a t i o n  w a s  i n c r e a s e d  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  C L A  ( L o s c h e r  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  
E R K  i s  w i d e l y  e x p r e s s e d  a n d  i n v o l v e d  i n  a  n u m b e r  o f  c e l l u l a r  p r o c e s s e s ,  
i n c l u d i n g ,  c e l l  p r o l i f e r a t i o n ,  d i f f e r e n t i a t i o n  a n d  a p o p t o s i s  ( K o l c h ,  2 0 0 0 ) .  I t  h a s  
b e e n  d o c u m e n t e d  t h a t  E R K  a c t i v a t i o n  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  i n h i b i t i o n  o f  D C  
m a t u r a t i o n  ( A n  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  B o i s l e v e  e t  a l . ,  2 0 0 5 )  t h e r e f o r e  i t s  a c t i v a t i o n  c o u l d  
e x p l a i n  t h e  d e c r e a s e d  m a t u r a t i o n a l  s t a t e  o f  t h e  P U F A - t r e a t e d  D C  ( s e e n  i n  c h a p t e r  
3 )  a n d  t h e  s u b s e q u e n t  s u p p r e s s i o n  o f  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  i n  T  c e l l s  d e s c r i b e d  i n  
t h i s  s t u d y ,  a n d  a l s o  t h e  r e v e r s a l  o f  c y t o k i n e  m o d u l a t i o n  u p o n  a d d i t i o n  o f  t h e  
E R K  i n h i b i t o r  ( U 0 1 2 6 )  i n  t h e  c o - c u l t u r e  e x p e r i m e n t .  
T h e r e  h a v e  b e e n  a  n u m b e r  o f  s t u d i e s  p u b l i s h e d  o n  t h e  e f f e c t s  o f  P U F A  o n  
l y m p h o c y t e s ,  w i t h  p r o l i f e r a t i o n  a n d  I L - 2  p r o d u c t i o n  s h o w n  t o  b e  m a r k e d l y  
a l t e r e d :  C L A  w a s  f o u n d  t o  d e c r e a s e  m i t o g e n - i n d u c e d  c e l l  a c t i v a t i o n  i n  a  d o s e -  
d e p e n d e n t  m a n n e r  i n  h u m a n  T  l y m p h o c y t e s  ( T r i c o n  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) ;  B e p p u  a n d  c o -  
w o r k e r s  ( 2 0 0 6 )  c o m p a r e d  t h e  g r o w t h  i n h i b i t o r y  e f f e c t s  o f  C L A  o n  h u m a n  c o l o n  
c a n c e r  c e l l  l i n e s  a n d  f o u n d  t h a t  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  w a s  i n h i b i t e d .  F e e d i n g  m i c e  a  
d i e t  e n r i c h e d  w i t h  ( n - 3 )  P U F A  r e d u c e d  t h e  i n  v i t r o  a n t i g e n - s t i m u l a t e d  p r o d u c t i o n  
o f  I L - 2  a n d  s u b s e q u e n t  p r o l i f e r a t i o n  o f  n a i v e  C D 4 '  T  l y m p h o c y t e s  ( P o m p o s  &  
F r i t s c h e ,  2 0 0 2 ) .  S o m e  s t u d i e s  h a v e  f o u n d  e i t h e r  n o  e f f e c t  o r  a u g m e n t a t i o n  o f  
c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  f o l l o w i n g  d i e t a r y  i n t e r v e n t i o n  w i t h  P U F A ;  c y t o k i n e  
p r o d u c t i o n  f r o m  t h e  P B M C s  o f  1 0  v o l u n t e e r s  g i v e n  E P A  o r  D H A  f o r  2  m o n t h s  
h a d  u n a l t e r e d  I L - 4  p r o d u c t i o n  a n d  r a i s e d  l e v e l s  o f  I L - 1 0 ,  I F N - y  a n d  T N F - a  
( G o r j a o  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  L u o n g o  a n d  c o l l e a g u e s  ( 2 0 0 3 )  c u l t u r e d  J u r k a t  T  c e l l s  w i t h  
a n  e q u a l  m i x t u r e  o f  t w o  C L A  i s o m e r s  ( c i s 9 , t r a n s l l  a n d  t r a n s l O , c i s l 2 )  f o r  7 2  
h o u r s  b e f o r e  a c t i v a t i o n  w i t h  a C D 3 1 P M A 7  a n d  C L A  w a s  f o u n d  t o  h a v e  a n  
i n h i b i t o r y  e f f e c t  o n  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  b u t  i n c r e a s e d  I L - 2  a n d  I F N - y  p r o d u c t i o n .  
A l t e r n a t i v e l y ,  o t h e r s  r e p o r t  a  m o r e  i m m u n o s u p p r e s s i v e  a c t i o n  o f  P U F A  o n  
l y m p h o c y t e s ;  A l b e r s  a n d  c o - w o r k e r s  ( 2 0 0 2 )  u s e d  a  s e n s i t i s a t i o n  m o d e l  t o  e l i c i t  
a d a p t i v e  i m m u n e  r e s p o n s e s  i n  m i c e  a n d  c o m p a r e  t h e  i m p a c t  o f  n u t r i e n t s  o n  
i m m u n e  f u n c t i o n s .  
T h e  n - 3  P U F A  d i e t  h a l v e d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  T N F - a  
p r o d u c e d  b y  s p l e n o c y t e s  c o m p a r e d  t o  t h e  n - 6  P U F A  a n d  s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d  d i e t s  
b u t  t h e r e  w a s  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  I F N - y  o r  I L - 4  p r o d u c t i o n  i n  C o n A -  
s t i m u l a t e d  l y m p h  n o d e  c e l l s  o r  s p l e e n  c e l l s  b e t w e e n  d i e t  g r o u p s .  L i n  a n d  
c o l l e a g u e s  ( 2 0 0 7 )  f o u n d  t h a t  f i s h  o i l  a d m i n i s t e r e d  b e f o r e  c a e c a l  l i g a t i o n  a n d  
p u n c t u r e  ( C L P )  i n  a  m o d e l  o f  s e p s i s  a t t e n u a t e d  t h e  i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e  b y  
e n h a n c i n g  t h e  p r o d u c t i o n  o f  I L - 4  b u t  d e c r e a s i n g  I F N - y  p r o d u c t i o n  i n  P M N s .  
A n d  f i n a l l y ,  F r i t s c h e  e t  a l . ,  ( 2 0 0 0 )  f e d  a n i m a l s  a  f i s h  o i l  d i e t  b e f o r e  i n j e c t i o n  
w i t h  L i s t e r i a  m o n o c y t o g e n e s ,  a n d  f o u n d  t h a t  t h e  n - 3  P U F A  d i e t  d e c r e a s e d  
c i r c u l a t i n g  I F N - y  a n d  I L - 1 2 p 7 0  2 4  h o u r s  p o s t - i n f e c t i o n .  I n t e r e s t i n g l y ,  t h e r e  w a s  
a l s o  a  r e c o r d e d  d e c r e a s e  i n  I F N - y  r e c e p t o r  e x p r e s s i o n  o n  i m m u n e  c e l l s  ( 2 5 - 3 5 %  
r e d u c t i o n ) ,  w h i c h  w o u l d  d e c r e a s e  I F N - y  r e s p o n s i v e n e s s  a n d  p o s s i b l y  l e a d  t o  
r e d u c e d  I L - 1 2  b i o s y n t h e s i s .  T h e r e f o r e  t h e  f i n d i n g s  h e r e  a r e  c o r r o b o r a t e d  a n d  
c o n f l i c t e d  b y  p r e v i o u s l y  p u b l i s h e d  s t u d i e s ,  a g a i n  p o s s i b l y  d u e  t o  t h e  d i f f e r e n t  
c e l l  t y p e s  a s s a y e d  a n d  m e t h o d s  o f  c e l l u l a r  a c t i v a t i o n  u s e d .  
I n  c o n c l u s i o n ,  t h e  f i n d i n g s  h e r e  s u g g e s t  t h a t  P U F A  h a v e  t h e  a b i l i t y  t o  r e s t r i c t  
a d a p t i v e  T  h e l p e r  c e l l  r e s p o n s e s  t h a t  a r e  c o n s i d e r e d  t h e  p a t h o g e n i c  d r i v i n g  f o r c e s  
b e h i n d  m o s t  a u t o i m m u n e  a n d  i n f l a m m a t o r y  d i s e a s e s ,  i . e .  T h l  a n d  T h 1 7  
r e s p o n s e s .  F u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  a s  t o  w h e t h e r  t h e s e  e f f i c a c i o u s  
i m m u n o m o d u l a t o r y  e f f e c t s  a r e  m i r r o r e d  i n  v i v o  a r e  w a r r a n t e d  a n d  w i l l  b e  
e x p l o r e d  i n  c h a p t e r  6 .  
C H A P T E R  5  
T H E  I N V O L V E M E N T  
O F  T R A N S C R I P T I O N  
F A C T O R S ,  P P A R y  &  
N F K B ,  I N  T H E  
M O D U L A T O R Y  
E F F E C T S  O F  P U F A  O N  
D E N D R I T I C  C E L L S  
5 . 1  C H A P T E R  5  I N T R O D U C T I O N  
R e p o r t s  i n d i c a t e  t h a t  t h e r e  a r e  f o u r  b r o a d  t a r g e t s  f o r  t h e  a n t i - i n f l a m m a t o r y  
e f f e c t s  o f  P U F A .  T h e s e  a r e  m o d i f i e d  e i c o s a n o i d  p r o d u c t i o n ,  c h a n g e s  i n  c y t o k i n e  
b i o s y n t h e s i s ,  a l t e r e d  m e m b r a n e  c o m p o s i t i o n  a n d  f u n c t i o n ,  a n d  m o d i f i c a t i o n s  i n  
g e n e  e x p r e s s i o n  ( S h a i k h  &  E d i d i n ,  2 0 0 6 ) .  I t  i s  n o w  w e l l  d o c u m e n t e d  t h a t  f a t t y  
a c i d s  c a n  a f f e c t  g e n e  e x p r e s s i o n  b y  b i n d i n g  t o  a n d  a c t i v a t i n g  a  n o v e l  f a m i l y  o f  
n u c l e a r  r e c e p t o r s  k n o w n  a s  p e r o x i s o m a l  p r o l i f e r a t o r - a c t i v a t e d  r e c e p t o r s  ( P P A R s )  
( F r i t s c h e ,  2 0 0 6 ) .  T h e r e  a r e  t h r e e  k n o w n  i s o f o r m s  o f  P P A R ;  P P A R a ,  P P A R G ,  
a n d  P P A R y ,  b u t  P P A R y  i s  t h e  p r e d o m i n a n t  i s o f o r m  e x p r e s s e d  o n  c e l l s  o f  t h e  
m y e l o i d  l i n e  ( D a y n e s  &  J o n e s ,  2 0 0 2 ;  F r i t s c h e ,  2 0 0 6 )  a n d  i s  t h e r e f o r e  t h e  i s o f o r m  
c o n s i d e r e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  s t u d y .  P U F A  a r e  r e p o r t e d  t o  b e  n a t u r a l  l i g a n d s  o f  
P P A R y  ( S a m p a t h  &  N t a m b i ,  2 0 0 5 ) ,  a n d  s i n c e  P P A R y  a c t i v a t i o n  h a s  b e e n  s h o w n  
t o  d e c r e a s e  t h e  p r o d u c t i o n  o f  p r o - i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s  ( F a v e e u w  e t  a l . ,  2 0 0 0 ;  
N e n c i o n i  e t  a l . ,  2 0 0 2 )  a n d  a l t e r  c o - s t i m u l a t o r y  m a r k e r  e x p r e s s i o n  ( K l o t z  e t  a l . ,  
2 0 0 7 ) ,  i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  P U F A  m a y  a c t  t h r o u g h  P P A R  t o  e x e r t  t h e i r  
i m m u n o s u p p r e s s i v e  a c t i o n s  ( L i  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  H o w e v e r ,  w h i l e  P U F A  c a n  
f u n c t i o n  a s  l i g a n d s  f o r  P P A R s ,  l i t t l e  i s  k n o w n  a b o u t  w h i c h  o f  t h e i r  
i m m u n o m o d u l a t o r y  p r o p e r t i e s  a r e  a c t u a l l y  P P A R y - d e p e n d e n t .  I n  t h i s  s t u d y ,  w e  
f i r s t l y  e x a m i n e d  t h e  o u t c o m e  o f  P P A R y  a c t i v a t i o n  o n  D C  u s i n g  t h e  s p e c i f i c  
P P A R y  l i g a n d ,  r o s i g l i t a z o n e  ( R S G ) ,  a n d  f o u n d  i t s  s u p p r e s s i v e  e f f e c t s  o n  D C  
c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  a n d  s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  t o  b e  d i s t i n c t l y  s i m i l a r  t o  t h e  
r e s u l t s  w e  r e c o r d e d  f o l l o w i n g  P U F A  t r e a t m e n t  i n  c h a p t e r  3 .  S i n c e  t h e  n - 3  
P U F A ,  E P A  a n d  D H A ,  w e r e  p r e v i o u s l y  s h o w n  t o  s u p p r e s s  I L - 1 2  a n d  I L - 2 3  
p r o d u c t i o n  i n  a  s i m i l a r  m a n n e r  t o  R S G ,  w e  l o o k e d  a t  w h e t h e r  t h e  e x p r e s s i o n  o f  
P P A R y  w a s  a l t e r e d  i n  D C  f o l l o w i n g  E P A  a n d  D H A  t r e a t m e n t .  F u r t h e r m o r e ,  
u s i n g  a  s p e c i f i c  P P A R y  i n h i b i t o r ,  w e  e x a m i n e d  w h e t h e r  t h e  e f f e c t s  o f  P U F A  o n  
D C  m a t u r a t i o n ,  i . e .  c y t o k i n e  a n d  s u r f a c e  m a r k e r  s u p p r e s s i o n ,  w e r e  m e d i a t e d  
t h r o u g h  t h e  a c t i v a t i o n  o f  P P A R y .  
A s  w e l l  a s  p o s s e s s i n g  a n t i - i n f l a m m a t o r y  e f f e c t s  i t s e l f ,  P P A R  a c t i v a t i o n  h a s  a l s o  
b e e n  s h o w n  t o  h a v e  a n t a g o n i s t i c  a c t i v i t y  o n  v a r i o u s  o t h e r  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  
i n c l u d i n g  N F K B  a n d  S T A T  ( C h u n g  e t  a l . ,  2 0 0 0 ;  C h i n e t t i - G b a g u i d i  &  S t a e l s ,  
2 0 0 7 ) .  S i n c e  t h e  p r o d u c t i o n  o f  m a n y  c y t o k i n e s  i s  r e g u l a t e d  a t  t h e  t r a n s c r i p t i o n a l  
l e v e l  b y  N F K B  ( H a n a d a  &  Y o s h i m u r a ,  2 0 0 2 )  a n d  b e c a u s e  N F K B  a c t i v a t i o n  a i d s  
D C  m a t u r a t i o n  a s  c h a r a c t e r i s e d  b y  a n  i n c r e a s e  i n  c o - s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e  a n d  
M H C I I  e x p r e s s i o n  ( B a n c h e r e a u  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) ,  i t  w a s  p r o p o s e d  t h a t  a l t e r a t i o n s  i n  
t o t a l  N F K B  l e v e l s  a n d / o r  i t s  n u c l e a r  t r a n s l o c a t i o n  c o u l d  r e p r e s e n t  a n  a l t e r n a t i v e  
p a t h w a y  e x p l o i t e d  b y  P U F A  t o  b r i n g  a b o u t  t h e  p r e v i o u s l y  o b s e r v e d  c h a n g e s  i n  
D C  i n  v i t r o .  
N F K B  i s  a  u b i q u i t o u s  a n d  l a r g e l y  p r o - i n f l a m m a t o r y  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  w i t h  a  
p i v o t a l  r o l e  i n  r e g u l a t i n g  t h e  e x p r e s s i o n  o f  m a n y  c h e m o k i n e s ,  a d h e s i o n  
m o l e c u l e s ,  a n d  c y t o k i n e s  ( L i  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) ,  t h e r e f o r e  w e  f i r s t l y  e x a m i n e d  t o t a l  
c e l l u l a r  l e v e l s  o f  N F K B  i n  P U F A - t r e a t e d  D C .  I n a c t i v e  N F l c B  i s  s e q u e s t e r e d  i n  
t h e  c y t o p l a s m  b y  a  f a m i l y  o f  i n h i b i t o r y  p r o t e i n s ,  t h e  m o s t  c o m m o n  o f  w h i c h  a r e  
I K B a ,  I K B P  a n d  I K B E  ( L i  &  V e r m a ,  2 0 0 2 ) .  T h e  b i n d i n g  o f  p a t h o g e n s  o r  
c y t o k i n e s  t o  c e l l u l a r  r e c e p t o r s  a c t i v a t e  d i s t i n c t  s i g n a l l i n g  p a t h w a y s  t h a t  
e v e n t u a l l y  c o n v e r g e  o n  t h e  a c t i v a t i o n  o f  a n  I K B  k i n a s e  ( I K K )  w h i c h  i n i t i a t e s  I K B  
p h o s p h o r y l a t i o n .  P h o s p h o r y l a t e d  I K B  i s  d e g r a d e d ,  f r e e i n g  N F K B  a n d  a l l o w i n g  i t  
t o  t r a n s l o c a t e  t o  t h e  n u c l e u s  a n d  b i n d  t o  t a r g e t  g e n e s  ( H a n a d a  &  Y o s h i m u r a ,  
2 0 0 2 ) .  S i n c e  I K B ~  r e g u l a t e s  t r a n s i e n t  N F K B  a c t i v a t i o n  ( L i  &  V e r m a ,  2 0 0 2 )  a n d  
b e c a u s e  t h e  m o s t  c o m m o n  t r a n s c r i p t i o n a l l y  a c t i v e  f o r m  o f  N F K B  i s  a  
h e t e r o d i m e r  o f  t h e  p 6 5  s u b u n i t  a s s o c i a t e d  w i t h  p 5 0  ( H a t a d a  e t  a l . ,  2 0 0 0 )  w e  a l s o  
q u a n t i f i e d  c h a n g e s  i n  I K B a  a n d  p 6 5  i n  t h e  n u c l e a r  a n d  c y t o s o l i c  p r o t e i n  f r a c t i o n s  
o f  P U F A - t r e a t e d  d e n d r i t i c  c e l l s .  G i v e n  t h a t  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  P P A R y  o n  
I L - 1 2  i n v o l v e s  i t s  i n t e r a c t i o n  w i t h  N F K B  ( C h u n g  e t  a l . ,  2 0 0 0 )  w e  a l s o  e x a m i n e d  
c h a n g e s  i n  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  t w o  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s ,  P P A R y  a n d  
N F K B  u s i n g  c o n f o c a l  m i c r o s c o p y .  
T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  u s i n g  t h e  n - 3  P U F A  s u g g e s t e d  t h a t  t h e i r  a c t i o n s  o n  D C  
m a t u r a t i o n  w e r e  P P A R y - i n d e p e n d e n t .  T h e r e f o r e  w e  e x p l o r e d  w h e t h e r  t h e  n - 6  
P U F A ,  C L A  ( a l s o  s h o w n  t o  h a v e  i m m u n o s u p p r e s s i v e  a c t i o n s  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  
R S G )  f u n c t i o n e d  t h r o u g h  P P A R y ,  p a r t i c u l a r l y  b e c a u s e  C L A  h a s  p r e v i o u s l y  b e e n  
r e p o r t e d  t o  e x e r t  s o m e  o f  i t s  b e n e f i c i a l  e f f e c t s  t h r o u g h  P P A R y  a c t i v a t i o n  
( B a s s a g a n y a - R i e r a  &  H o n t e c i l l a s ,  2 0 0 6 ;  B o c c a  e t  a l . ,  2 0 0 7 ;  B o z z o  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  
A g a i n  w e  e x a m i n e d  w h e t h e r  a l t e r a t i o n s  i n  D C  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  a n d  s u r f a c e  
m a r k e r  e x p r e s s i o n  w e r e  P P A R y - d e p e n d e n t .  T h e  a c t i v a t i o n  o f  P P A R y  h a s  a l s o  
b e e n  s h o w n  t o  i n h i b i t  t h e  m i g r a t i o n  o f  D C  ( A n g e l i  e t  a l . ,  2 0 0 3 )  a n d  n e u t r o p h i l  
( N a p i m o g a  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) .  G i v e n  t h e  f a c t  t h a t  w e  f o u n d  P U F A  w e r e  a b l e  t o  
i m p e d e  D C  m i g r a t i o n  i n  c h a p t e r  3 ,  w e  w e n t  o n  t o  e x a m i n e  w h e t h e r  C L A  u t i l i s e s  
P P A R y  t o  e x e r t  t h i s  m o d u l a t o r y  e f f e c t .  
T h e  W e s t e r n  b l o t  a n d  c o n f o c a l  m i c r o s c o p y  e x p e r i m e n t s  r e p r e s e n t e d  b y  
f i g u r e s  5 . 5 ,  5 . 9  a n d  5 . 1 1  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  C l a r e  
R e y n o l d s  i n  t h e  N u t r i g e n o m i c s  R e s e a r c h  G r o u p ,  U C D .  
5 . 2  R E S U L T S  
5 . 2 . 1  R S G  I N H I B I T S  T H E  M A T U R A T I O N  P R O C E S S  O F  D C  
F O L L O W I N G  L P S  S T I M U L A T I O N  
R o s i g l i t a z o n e  i s  a  s e l e c t i v e  l i g a n d  a n d  a c t i v a t o r  o f  P P A R y ,  a n d  t h e  a c t i v a t i o n  o f  
P P A R  h a s  b e e n  
s h o w n  t o  h a v e  a n t i - i n f l a m m a t o r y  e f f e c t s  ( Y a q o o b ,  2 0 0 3 ;  
S z a t m a r i  e t  a l . ,  2 0 0 6 ;  K l o t z  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  P U F A  a r e  a l s o  c o n s i d e r e d  l i g a n d s  f o r  
P P A R  a n d  t h e r e f o r e  P P A R  a c t i v a t i o n  h a s  b e e n  p r o p o s e d  a s  a  p o s s i b l e  
m e c h a n i s m  f o r  t h e i r  i m m u n o s u p p r e s s i v e  a c t i o n s .  H e r e  w e  i n v e s t i g a t e d  t h e  
e f f e c t s  o f  P P A R y  a c t i v a t i o n  o n  t h e  p r o c e s s  o f  D C  m a t u r a t i o n .  D C  w e r e  c u l t u r e d  
i n  t h e  p r e s e n c e  o f  D M S O  o r  R S G  ( 5 p M )  f o r  7  d a y s  b e f o r e  L P S  a c t i v a t i o n .  A f t e r  
2 4  h o u r s ,  s u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  a n d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  v a r i o u s  c y t o k i n e s  
m e a s u r e d  u s i n g  s p e c i f i c  i m m u n o a s s a y s .  F i g u r e  5 . 1  s h o w s  t h a t  R S G  h a s  a  
s i g n i f i c a n t  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o n  L P S - i n d u c e d  c y t o k i n e  r e l e a s e  i n  D C :  T h e  
p r o d u c t i o n  o f  I L - 1 2 p 4 0  ( p < 0 . 0 1 ) ,  I L -  1 2 p 7 0  ( p < 0 . 0 1 )  a n d  L L - 2 3  ( p < 0 . 0 5 )  w e r e  a l l  
s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  w h e n  c e l l s  w e r e  c u l t u r e d  w i t h  R S G .  T h e r e  w a s  a  s l i g h t  
r e c o r d e d  i n c r e a s e  i n  I L - 1 0  p r o d u c t i o n  ( n o t  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t )  [ F i g u r e  
5 . 2 A ] ,  a n  i n c r e a s e  i n  I L - 1 P  ( p < 0 . 0 5 )  [ F i g u r e  5 . 2 B ] ,  a n d  n o  c h a n g e  i n  e i t h e r  I L - 6  
o r  T N F a  [ F i g u r e  5 . 3 1 .  
T h e  e f f e c t  o f  P P A R y  a c t i v a t i o n  ( u s i n g  R S G )  o n  t h e  u p r e g u l a t i o n  o f  s u r f a c e  
m a r k e r s  f o l l o w i n g  t h e  a d d i t i o n  o f  L P S  w a s  a l s o  e x a m i n e d .  F i g u r e  5 . 4  p r o v i d e s  
e v i d e n c e  t h a t  R S G  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  h a v e  a n y  m a j o r  e f f e c t  o n  s u r f a c e  m a r k e r  
e x p r e s s i o n  i n  r e s t i n g  D C  [ R O W  I ] .  H o w e v e r ,  f o l l o w i n g  L P S  s t i m u l a t i o n  
[ R O W  2 1 ,  R S G  i n h i b i t s  t h e  u p r e g u l a t i o n  o f  C D 8 0 ,  C D 8 6 ,  M H C I I  a n d  C C R 5 ,  
w i t h  n o  m a j o r  a l t e r a t i o n s  i n  I L - I O R  o r  C D 4 8  e x p r e s s i o n .  F u r t h e r m o r e ,  w h e n  D C  
a r e  c u l t u r e d  w i t h  R S G  t o g e t h e r  w i t h  t h e  s p e c i f i c  P P A R y  i n h i b i t o r  ( G W 9 6 6 2 ) ,  
t h e s e  i n h i b i t o r y  e f f e c t s  w e r e  c o m p l e t e l y  r e v e r s e d .  
5 . 2 . 2  E P A  A N D  D H A  I N C R E A S E  P P A R y  E X P R E S S I O N  
T h e  s u p p r e s s i v e  e f f e c t s  o f  E P A  a n d  D H A  o n  L P S - i n d u c e d  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  
f r o m  D C  s e e n  i n  c h a p t e r  3  w e r e  c o m p a r a b l e  t o  r e s u l t s  r e c o r d e d  w h e n  D C  w e r e  
c u l t u r e d  w i t h  t h e  s p e c i f i c  P P A R y  l i g a n d ,  R S G .  S i n c e  P P A R y  h a s  b e e n  s h o w n  t o  
e x e r t  a n t i - i n f l a m m a t o r y  e f f e c t s  w h e n  a c t i v a t e d  ( F a v e e u w  e t  a l . ,  2 0 0 0 ;  G o s s e t  e t  
a l . ,  2 0 0 1 )  a n d  b e c a u s e  E P A  a n d  D H A  a r e  k n o w n  l i g a n d s  o f  P P A R y  ( F r i t s c h e ,  
2 0 0 6 ) ,  w e  e x a m i n e d  w h e t h e r  P P A R y  w a s  i n v o l v e d  i n  t h e  a n t i - i n f l a m m a t o r y  
e f f e c t s  o f  t h e s e  n - 3  P U F A .  
W e  f i r s t  l o o k e d  a t  e x p r e s s i o n  l e v e l s  o f  t h e  
t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  f o l l o w i n g  P U F A  t r e a t m e n t  a n d  f o u n d  t h a t  E P A  a n d  D H A  
s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  P P A R y  e x p r e s s i o n  i n  L P S - s t i m u l a t e d  D C  ( F i g u r e  5 . 5 ;  
p < 0 . 0 5 ,  p < 0 . 0 0 1  r e s p e c t i v e l y ) ,  a n d  i n t e r e s t i n g l y ,  E P A  a l s o  i n c r e a s e d  t h e  b a s a l  
l e v e l s  o f  P P A R y  e x p r e s s i o n  i n  D C  p r i o r  t o  L P S  s t i m u l a t i o n  ( p < 0 . 0 5 ) .  
5 . 2 . 3  M O D U L A T I O N  O F  C Y T O K I N E  P R O D U C T I O N  B Y  E P A  A N D  
D H A  A R E  P P A R y - I N D E P E N D E N T  
P P A R y  h a s  b e e n  p r e v i o u s l y  s h o w n  t o  i n h i b i t  L P S - i n d u c e d  c h a n g e s  i n  D C  
( N e n c i o n i  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  S i n c e  w e  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  b o t h  E P A  a n d  D H A  
i n c r e a s e  c e l l u l a r  l e v e l s  o f  P P A R y  a n d  m o d u l a t e  L P S - i n d u c e d  c y t o k i n e  
p r o d u c t i o n  b y  D C ,  w e  i n v e s t i g a t e d  w h e t h e r  t h e  e f f e c t s  o f  E P A  a n d  D H A  o n  
c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  w e r e  m e d i a t e d  b y  t h e i r  a c t i v a t i o n  o f  P P A R y .  I n  t h e s e  
e x p e r i m e n t s  D C  w e r e  p r e - t r e a t e d  a s  b e f o r e  w i t h  D M S O ,  E P A ,  D H A  o r  L A  a n d  
t h e n  i n c u b a t e d  w i t h  t h e  s p e c i f i c  P P A R y  a n t a g o n i s t ,  G W 9 6 6 2 ,  f o r  1  h o u r  p r i o r  t o  
a c t i v a t i o n  w i t h  L P S .  C o n s i s t e n t  w i t h  t h e  d a t a  i n  c h a p t e r  3 ,  E P A  a n d  D H A  
s i g n i f i c a n t l y  s u p p r e s s e d  I L -  1 2 p 7 0  ( p < 0 . 0 0  1 )  a n d  e n h a n c e d  I L -  1 0  p r o d u c t i o n  
( p < 0 . 0 1  &  p e 0 . 0 5  r e s p e c t i v e l y )  [ F i g u r e  5 . 6 1 .  F o l l o w i n g  t h e  a d d i t i o n  o f  
G W 9 6 6 2 ,  E P A  a n d  D H A  r e t a i n e d  t h e  a b i l i t y  t o  s i g n i f i c a n t l y  i n h i b i t  L P S - i n d u c e d  
L - 1 2 p 7 0  p r o d u c t i o n  b y  D C  ( p < 0 . 0 0 1 ;  F i g u r e  5 . 6 A ) ,  a n d  c o n t i n u e d  t o  e n h a n c e  
L P S - i n d u c e d  I L - 1 0 ,  a l t h o u g h  o n l y  t h e  E P A - t r e a t e d  g r o u p  r e a c h e d  s t a t i s t i c a l  
s i g n i f i c a n c e  ( p < 0 . 0 1 :  F i g u r e  5 . 6 B ) .  T h e s e  d a t a  s u g g e s t  t h a t  m o d u l a t i o n  o f  L P S -  
i n d u c e d  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  b y  E P A  a n d  D H A  i s  i n d e p e n d e n t  o f  P P A R y  
a c t i v a t i o n .  
5 . 2 . 4  E P A  A N D  D H A  M O D U L A T E  E X P R E S S I O N  O F  C E L L  S U R F A C E  
M A R K E R S  O N  D C  V I A  A  P P A R y - I N D E P E N D E N T  M E C H A N I S M  
S e v e r a l  s t u d i e s  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  P P A R y  a c t i v a t i o n  m a y  b e  i n v o l v e d  i n  
r e g u l a t i n g  t h e  L P S - i n d u c e d  i n c r e a s e  o f  D C  c e l l  s u r f a c e  m a t u r a t i o n  m a r k e r s  
( S z a t m a r i  e t  a l . ,  2 0 0 6 ;  K l o t z  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  S i n c e  n - 3  P U F A  h a v e  p r e v i o u s l y  b e e n  
s h o w n  t o  i n h i b i t  D C  m a t u r a t i o n  a n d  t h e  a s s o c i a t e d  i n c r e a s e  i n  c o - s t i m u l a t o r y  
m a r k e r s  ( Z e y d a  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) ,  w e  e x p l o r e d  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  w h i l e  P P A R y  i s  n o t  
i n v o l v e d  i n  t h e  m o d u l a t i o n  o f  c y t o k i n e s  b y  E P A  a n d  D H A ,  i t  m a y  p l a y  a  r o l e  i n  
m e d i a t i n g  t h e  P U F A - i n d u c e d  e f f e c t s  o n  D C  m a t u r a t i o n ,  e s p e c i a l l y  g i v e n  t h e  f a c t  
t h a t  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t s  o n  D C  m a t u r a t i o n  m a r k e r s  w e r e  s i m i l a r  w h e n  c e l l s  
w e r e  c u l t u r e d  w i t h  P U F A  ( a s  s e e n  i n  c h a p t e r  3 )  a n d  R S G .  F i g u r e  5 . 7  s h o w s  t h a t  
t r e a t i n g  D C  w i t h  E P A  a n d  D H A  s u p p r e s s e s  t h e  e x p r e s s i o n  o f  C D 8 6  a n d  M H C I I ,  
a n d  D H A  a l s o  d e c r e a s e s  C D 4 0  e x p r e s s i o n .  T h e s e  e f f e c t s  w e r e  s t i l l  o b s e r v e d  i n  
t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  P P A R y  i n h i b i t o r  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e s e  c h a n g e s  a r e  n o t  
d e p e n d e n t  o n  P P A R y  a c t i v a t i o n .  
F i g u r e  5 . 8  d e m o n s t r a t e s  t h a t  a c t i v a t i n g  D C  w i t h  L P S  f o r  2 4  h o u r s  i n d u c e s  
m a t u r a t i o n  v i a  t h e  u p - r e g u l a t i o n  o f  C D 4 0 ,  C D 8 6 ,  C D 8 0 ,  M H C I I  a n d  C D 4 8  ( t o p  
p a n e l ) .  P r e - t r e a t m e n t  o f  D C  w i t h  E P A  a n d  B H A  r e s u l t e d  i n  s i g n i f i c a n t  
s u p p r e s s i o n  o f  L P S - i n d u c e d  e x p r e s s i o n  o f  C D 8 0 ,  C D 8 6 ,  M H C I I ,  a n d  i n  t h e  c a s e  
o f  E P A  a  s m a l l  r e d u c t i o n  i n  C D 4 0  e x p r e s s i o n .  T h i s  s u p p r e s s i o n  w a s  m a i n t a i n e d  
i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  P P A R y  i n h i b i t o r  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  t h e s e  e f f e c t s  w e r e  a l s o  
i n d e p e n d e n t  o f  P P A R y  a c t i v a t i o n .  T h e  s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d  c o n t r o l  L A ,  h a d  n o  
s u p p r e s s i v e  e f f e c t  o n  e x p r e s s i o n  o f  t h e s e  m a r k e r s  a n d  i n d e e d  s l i g h t l y  e n h a n c e d  
e x p r e s s i o n  o f  , C D 4 0 ,  C D 8 0  a n d  C D 8 6  i n  L P S - s t i m u l a t e d  D C .  T h e  l e v e l s  o f  
C D 4 8  w e r e  r e l a t i v e l y  u n c h a n g e d  b y  a n y  o f  t h e  t r e a t m e n t s .  I n t e r e s t i n g l y ,  b o t h  
E P A  a n d  D H A  h a d  t h e  a b i l i t y  t o  u p r e g u l a t e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  I L - 1 O R  b o t h  
p r e -  a n d  p o s t - L P S  s t i m u l a t i o n ,  p o s s i b l y  r e n d e r i n g  t h e  D C  m o r e  r e s p o n s i v e  t o  t h e  
i n c r e a s e d  l e v e l s  o f  I L - 1 0  p o s s i b l y  c r e a t i n g  a  p o s i t i v e  f e e d b a c k  l o o p .  
5 . 2 . 5  E P A  A N D  D H A  D E C R E A S E  T O T A L  C E L L U L A R  L E V E L S  O F  
N F K B  A N D  I T S  A C T I V A T I O N  
C o n s i d e r i n g  t h e  k e y  r o l e  o f  N F K B  i n  r e g u l a t i n g  D C  m a t u r a t i o n  ( B a n c h e r e a u  e t  
a l . ,  2 0 0 0 )  w e  e x p l o r e d  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  f a t t y  a c i d s  m a y  a l t e r  l e v e l s  o f  N F K B  
a n d / o r  i t s  a c t i v a t i o n .  W e  f i r s t l y  q u a n t i f i e d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t o t a l  c e l l u l a r  
N F l c B p 6 5  i n  c o n t r o l  a n d  f a t t y  a c i d - t r e a t e d  D C  [ F i g u r e  5 . 9 1  a n d  f o u n d  t h a t  b o t h  
E P A  a n d  D H A  s i g n i f i c a n t l y  d e c r e a s e d  t o t a l  c e l l u l a r  N F l c B p 6 5  l e v e l s  i n  r e s t i n g  
D C  ( p < 0 . 0 0 1 )  a n d  i n  L P S - s t i m u l a t e d  D C  ( p < 0 . 0 0 1 ) .  I n  o r d e r  f o r  a c t i v a t i o n  t o  
o c c u r ,  N F K B  m u s t  b e  r e l e a s e d  f r o m  I K B  p r o t e i n s  i n  t h e  c y t o p l a s m  a n d  
t r a n s l o c a t e  t o  t h e  n u c l e u s  w h e r e  i t  b i n d s  t o  t a r g e t  D N A  ( H a n a d a  &  Y o s h i m u r a ,  
2 0 0 2 ) ,  t h e r e f o r e  w e  w e n t  o n  t o  e x a m i n e  t h e  l e v e l s  o f  N F l c B p 6 5  a n d  I K B a  i n  
n u c l e a r  a n d  c y t o s o l i c  p r o t e i n  f r a c t i o n s  o f  P U F A - t r e a t e d  c e l l s .  W e s t e r n  b l o t  
a n a l y s i s  o f  c y t o s o l i c  p r o t e i n  f r a c t i o n s  r e v e a l e d  t h a t  E P A  a n d  D H A  s i g n i f i c a n t l y  
d e c r e a s e d  c y t o s o l i c  N F l c B p 6 5  i n  u n s t i m u l a t e d  c e l l s  ( F i g u r e  5 . 1 0 A  p < 0 . 0 5 ) .  
S t i m u l a t i o n  w i t h  L P S  d i d  n o t  a l t e r  t h e  a b i l i t y  o f  P U F A  t o  d o w n - r e g u l a t e  
N F l c B p 6 5  i n  t h e  c y t o s o l  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  5 . 1 0 A  w h e r e  E P A  a n d  D H A  b o t h  
d e c r e a s e d  c y t o s o l i c  N F l c B p 6 5  a t  2  h o u r s  a n d  s i g n i f i c a n t l y  a t  5  h o u r s  ( p < 0 . 0 0 1 )  
p o s t - L P S  t r e a t m e n t .  F i g u r e  5 . 1 0 B  r e p r e s e n t s  t h e  r e l a t i v e  a m o u n t s  o f  I K B ~  f o u n d  
i n  t h e  c y t o s o l i c  f r a c t i o n s  o f  P U F A - t r e a t e d  D C .  E P A  a n d  D H A  w e r e  a b l e  t o  
s u p p r e s s  1 ~ B a  l e v e l s  i n  r e s t i n g  D C  ( p < 0 . 0 0 1 ) ,  a n d  a t  2  h o u r s  ( p e 0 . 0 1  a n d  
p < 0 . 0 0 1 )  a n d  5  h o u r s  ( p < 0 . 0 5 )  p o s t - L P S  s t i m u l a t i o n .  
N u c l e a r  f r a c t i o n s  w e r e  
a n a l y s e d  f o r  N F K B p 6 5  a n d  I K B ~  b u t  t h e s e  p r o t e i n s  w e r e  u n d e t e c t a b l e  i n  t h e s e  
s a m p l e s  p o s s i b l y  d u e  t o  t h e i r  c o m p l e t e  a b s e n c e  o r  p r e s e n c e  b e l o w  t h e  l e v e l  o f  
d e t e c t i o n .  
5 . 2 . 6  P U F A  M O D U L A T E  T H E  I N T E R A C T I O N  O F  P P A R y  W I T H  N F K B  
P r e v i o u s  r e p o r t s  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  P P A R y  p h y s i c a l l y  i n t e r a c t s  a n d  r e g u l a t e s  
N F K B  a c t i v a t i o n  ( C h u n g  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  S i n c e  w e  h a v e  a l r e a d y  s h o w n  t h a t  E P A  
a n d  D H A  m o d i f y  N F l c B p 6 5  a c t i v a t i o n  a n d  e l e v a t e  P P A R y  e x p r e s s i o n ,  w e  
e m p l o y e d  c o n f o c a l  m i c r o s c o p y  ( i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  C l a r e  R e y n o l d s ,  U C D )  t o  
e x a m i n e  t h e  l e v e l s  o f  P P A R y  a n d  N F K B  i n  t h e  n u c l e u s  a n d  c y t o s o l  o f  P U F A -  
t r e a t e d  D C  a n d  l o o k e d  a t  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  c o - l o c a l i z a t i o n  o f  t h e s e  
t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  [ F i g u r e  5 . 1 1 1 .  E P A -  a n d  D H A - t r e a t e d  D C  s h o w e d  
s i g n i f i c a n t l y  l e s s  c y t o s o l i c  N F l c B p 6 5  e x p r e s s i o n  5  h o u r s  p o s t - L P S  s t i m u l a t i o n  
( F i g u r e  5 . 1 1 D :  p < 0 . 0 1  a n d  ~ ~ 0 . 0 5 ,  r e s p e c t i v e l y )  a n d  n u c l e a r  N F l c B p 6 5  2  h o u r s  
p o s t - L P S  s t i m u l a t i o n  ( F i g u r e  5 . 1 1 E :  p c 0 . 0 5  a n d  p < 0 . 0 1 ,  r e s p e c t i v e l y ) .  D C  
c u l t u r e d  w i t h  D H A  h a d  s i g n i f i c a n t l y  g r e a t e r  c y t o s o l i c  P P A R y  l e v e l s  a t  0  h o u r s  
( F i g u r e  5 . 1 1 F ;  p < 0 . 0 5 )  c o m p a r e d  t o  t h e  D M S O  c o n t r o l .  T h e r e  w a s  a l s o  a n  
i n c r e a s e  i n  c y t o s o l i c  P P A R y  e x p r e s s i o n  5  h o u r s  p o s t  L P S - s t i m u l a t i o n  i n  D C  
t r e a t e d  w i t h  E P A  a n d  D H A  b u t  t h e s e  f i n d i n g s  w e r e  n o t  s i g n i f i c a n t  [ F i g u r e  
5 . 1 1 F l .  N u c l e a r  P P A R y  e x p r e s s i o n  w a s  s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  5  h o u r s  p o s t - L P S  
s t i m u l a t i o n  i n  E P A  t r e a t e d  D C  c o m p a r e d  t o  t h e  v e h i c l e  c o n t r o l  ( F i g u r e  5 . 1 1 G ;  
p c 0 . 0 1 ) .  A n  i m p o r t a n t  a s p e c t  o f  t h e  c o n f o c a l  a n a l y s i s  w a s  t o  s t u d y  t h e  c o -  
l o c a l i z a t i o n  o f  t h e  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  t o  a d d r e s s  t h e  p o t e n t i a l  p h y s i c a l  
i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  N F K B p 6 5  ( g r e e n )  a n d  P P A R y  ( r e d ) ,  w h e r e i n  c o - l o c a l i z a t i o n  
a p p e a r s  y e l l o w  ( d a t a  g r a p h e d  i n  F i g u r e  5 . 1 1 H ) .  T h e  d e g r e e  o f  c o - l o c a l i z a t i o n  
w a s  c a l c u l a t e d  u s i n g  V o l o c i t y  4  s o f t w a r e  w h i c h  u s e s  t h e  P e a r s o n  C o r r e l a t i o n .  
C l e a r l y ,  c o - l o c a l i z a t i o n  m o s t l y  o c c u r s  i n  t h e  n u c l e u s ,  i n d i c a t i n g  t h a t  P P A R y  m a y  
i n t e r a c t  d i r e c t l y  w i t h  N F l c B p 6 5  f o l l o w i n g  n u c l e a r  t r a n s l o c a t i o n .  I n t e r e s t i n g l y  
E P A -  a n d  D H A - t r e a t e d  D C  s h o w e d  s i g n i f i c a n t l y  g r e a t e r  a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  
P P A R y  a n d  N F K B  5  h o u r s  a f t e r  L P S - s t i m u l a t i o n  ( p < 0 . 0 0 1 ,  p c 0 . 0 1 ,  r e s p e c t i v e l y :  
F i g u r e  5 . 1 1 H ) .  T h i s  i n c r e a s e d  i n t e r a c t i o n  w a s  a l s o  o b s e r v e d  i n  r e s t i n g  c e l l s  
t r e a t e d  w i t h  D H A  ( p < 0 . 0 1 ) .  T h e s e  d a t a  s u g g e s t  t h a t  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  
P P A R y  a n d  N F - l c B p 6 5  c o u l d  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  f u n c t i o n a l  e f f e c t s  o f  E P A  
a n d  D H A .  
5 . 2 . 7  T H E  I M M U N O M O D U L A T O R Y  E F F E C T S  O F  C L A  A R E  N O T  
P P A R y - D E P E N D E N T  
B e s i d e s  E P A  a n d  D H A ,  C L A  w a s  a l s o  s h o w n  t o  h a v e  s u p p r e s s i v e  e f f e c t s  o n  D C  
m a t u r a t i o n  a n d  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  ( s e e  c h a p t e r  3 ) .  P r e v i o u s  s t u d i e s  h a v e  
a t t r i b u t e d  t h e  i r n m u n o p r o t e c t i v e  e f f e c t s  o f  C L A  t o  i t s  a c t i v a t i o n  o f  P P A R y  
( B a s s a g a n y a - R i e r a  &  H o n t e c i l l a s ,  2 0 0 6 ;  R i n g s e i s  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) ,  t h e r e f o r e  w e  
i n v e s t i g a t e d  w h e t h e r  t h i s  n - 6  P U F A  u s e d  P P A R y  a c t i v a t i o n  t o  e l i c i t  i t s  
s u p p r e s s i v e  e f f e c t s  o n  D C  m a t u r a t i o n  g i v e n  t h a t  t h e  n - 3  P U F A  d i d  n o t .  H e r e ,  
i n s t e a d  o f  a d d i n g  t h e  P P A R y  a n t a g o n i s t  t o  c e l l s  1  h o u r  p r i o r  t o  L P S  a c t i v a t i o n ,  
w e  e x p o s e d  c e l l s  t o  b o t h  P U F A  a n d  t h e  P P A R y  i n h i b i t o r  ( G W 9 6 6 2 )  f o r  t h e  
e n t i r e  7  d a y s  o f  c u l t u r e  t o  e n s u r e  P P A R y  a c t i v a t i o n  w a s  b l o c k e d  f r o m  t h e  o u t s e t .  
F o l l o w i n g  L P S  s t i m u l a t i o n  f o r  2 4  h o u r s ,  s u p e r n a t a n t  w a s  c o l l e c t e d  a n d  c y t o k i n e  
l e v e l s  d e t e r m i n e d .  A l t e r n a t i v e l y ,  r e s t i n g  a n d  L P S - s t i m u l a t e d  c e l l s  w e r e  s t a i n e d  
w i t h  a n t i b o d i e s  s p e c i f i c  f o r  C D 4 0 ,  C D S O ,  C 8 6 ,  M H C I I ,  C C R S ,  I L - 1 0 R  a n d  
C D 4 8 .  R e s u l t s  s h o w  t h a t  C L A  s u p p r e s s e s  t h e  p r o d u c t i o n  o f  I L - 1 2 p 4 0  ( F i g u r e  
5 . 1 2 A ,  p c 0 . 0 5 ) ,  a n d  I L -  1 2 p 7 0  ( F i g u r e  5 . 1 2 B ,  p < 0 . 0 5 )  a n d  t h a t  t h e s e  s u p p r e s s i v e  
e f f e c t s  w e r e  n o t  r e v e r s e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  P P A R y  i n h i b i t o r ,  G W 9 6 6 2 .  
L e v e l s  o f  I L - 1 0  r e m a i n e d  r e l a t i v e l y  u n c h a n g e d  [ F i g u r e  5 . 1 2 C 1 ,  a s  d i d  I L - 6  
[ F i g u r e  5 . 1 3 B I  a n d  T N F a  [ F i g u r e  5 . 1 3 C 1 ,  w h e r e a s  C L A  a u g m e n t e d  t h e  
p r o d u c t i o n  o f  I L - 1 P  [ F i g u r e  5 . 1 3 A l .  T h e s e  r e s u l t s  c o r r o b o r a t e  o u r  p r e v i o u s  
f i n d i n g s  a n d  d a t a  s u g g e s t s  t h a t  P U F A - i n d u c e d  c h a n g e s  i n  D C  c y t o k i n e  
p r o d u c t i o n  o c c u r  i n d e p e n d e n t l y  o f  P P A R y .  
T h e  s a m e  c o n c l u s i o n  c a n  b e  d r a w n  f r o m  t h e  r e s u l t s  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  5 . 1 4 .  I n  
u n s t i m u l a t e d  c e l l s  [ R o w  1 1 ,  C L A  i s  s h o w n  t o  d o w n - r e g u l a t e  M H C I I  a n d  C C R 5  
e x p r e s s i o n  w h i l s t  s l i g h t l y  e n h a n c i n g  l e v e l s  o f  t h e  I L - 1 O R .  F o l l o w i n g  t h e  
a d d i t i o n  o f  L P S ,  t h e  u p r e g u l a t i o n  o f  C D 8 0  a n d  C D 8 6 ,  a n d  m o s t  n o t a b l y ,  M H C I I  
a n d  C C R 5  a r e  i n h i b i t e d  b y  C L A  [ R o w  2 1 .  N o n e  o f  t h e s e  C L A - i n d u c e d  c h a n g e s  
w e r e  r e v e r s e d  b y  t h e  s p e c i f i c  P P A R y  i n h i b i t o r  G W 9 6 6 2 ,  p r o v i d i n g  f u r t h e r  
e v i d e n c e  o f  a n  a l t e r n a t i v e  m e c h a n i s m  u s e d  b y  C L A  t o  e l i c i t  i t s  
i m m u n o m o d u l a t o r y  a c t i o n s .  
5 . 2 . 8  
C L A  D O E S  N O T  U S E  P P A R y  T O  I N H I B I T  D C  M I G R A T I O N  
P U F A  a r e  k n o w n  l i g a n d s  o f  P P A R ,  a n d  P P A R  l e v e l s  a r e  u p r e g u l a t e d  f o l l o w i n g  
P U F A  t r e a t m e n t ,  s o  t h e r e  m u s t  b e  a  r e a s o n  a s  t o  w h y  P U F A  u p r e g u l a t e  t h i s  
t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r .  P P A R y  a c t i v a t i o n  h a s  b e e n  s h o w n  t o  s u p p r e s s  D C  m i g r a t i o n  
t o  d r a i n i n g  l y m p h  n o d e s  ( A n g e l i  e t  a l . ,  2 0 0 3 )  a n d  w e  s h o w e d  i n  c h a p t e r  3  t h a t  
P U F A  i n h i b i t  D C  m i g r a t i o n  t o  C C L 1 9  ( a  c h e m o k i n e  t h a t  d i r e c t s  D C  t o  t h e  T - c e l l  
r i c h  a r e a s  o f  l y m p h  n o d e s ) ,  t h e r e f o r e  w e  s p e c u l a t e d  t h a t  p e r h a p s  C L A  a c t i v a t e s  
P P A R y  t o  a l t e r  t h e  a b i l i t y  o f  D C  t o  m i g r a t e  t o w a r d s  C C L 1 9 l M I P - 3 P .  W e  
p e r f o r m e d  a  c h e m o t a x i s  a s s a y  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  P P A R y  a c t i v a t i o n  w a s  u s e d  
b y  C L A  t o  i n h i b i t  t h e  m o v e m e n t  o f  D C  t o w a r d s  t h e  l y m p h  n o d e  c h e m o k i n e ,  
C C L 1 9 .  
D C  w e r e  t r e a t e d  w i t h  D M S O ,  C L A  a n d  R S G  + I -  t h e  P P A R  i n h i b i t o r ,  G W 9 6 6 2 ,  
f o r  a  t o t a l  o f  7  d a y s ,  a f t e r  w h i c h  c e l l s  w e r e  s t i m u l a t e d  w i t h  L P S  f o r  a  f u r t h e r  2 4  
h o u r s .  C e l l s  ( 3 x 1 0 ~ )  w e r e  t h e n  t r a n s f e r r e d  t o  t h e  u p p e r  c h a m b e r  o f  a  T r a n s w e l l  
p l a t e  a n d  m e d i a  c o n t a i n i n g  C C L 1 9  ( 1 0 0 n g I m l )  a d d e d  t o  t h e  b o t t o m  w e l l .  P l a t e s  
w e r e  i n c u b a t e d  f o r  5  h o u r s  a n d  t h e  n u m b e r  o f  c e l l s  m i g r a t i n g  t o w a r d s  C C L 1 9  i n  
e a c h  s a m p l e  w a s  d e t e r m i n e d  b y  r e c o r d i n g  t h e  n u m b e r  o f  e v e n t s  a c q u i r e d  o n  a  
F A C s C a l i b u r  i n  6 0  s e c o n d s .  R e s u l t s  i n  F i g u r e  5 . 1 5  c l e a r l y  s h o w  t h a t  t h e  
a d d i t i o n  o f  C C L 1 9  t o  t h e  b o t t o m  c h a m b e r  o f  t h e  T r a n s w e l l  p l a t e  i n d u c e s  c e l l  
m i g r a t i o n  ( p < 0 . 0 0 1 ) .  T r e a t i n g  c e l l s  w i t h  b o t h  C L A  a n d  R S G  s i g n i f i c a n t l y  
inhibited DC chemotaxis (p<0.001). However, blocking PPARy activation only 
reversed this inhibition in cells that had been treated with RSG, The migration of 
cells that had been treated with CLA and the PPARy inhibitor was still 
significant1 y inhibited (pcO.00 1 ). Therefore, results suggest that CZA dms not 
employ PPARy to alter DC migration. 
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F I G U R E  5 . 1  
R S G  s i g n i f i c a n t l y  i n h i b i t s  t h e  s e c r e t i o n  o f  Z L - 1 2 ~ 4 0 ,  Z L 1 2 p 7 0  a n d  Z L - 2 3  f r o m  
d e n d r i t i c  c e l l s  f o l l o w i n g  a c t i v a t i o n  w i t h  L P S  
D C  w e r e  c u l t u r e d  w i t h  e i t h e r  D M S O  ( c o n t r o l )  o r  t h e  P P A R y  l i g a n d ,  
r o s i g l i t a z o n e  ( 5 p M ) ,  f o r  7  d a y s .  C e l l s  w e r e  t h e n  h a r v e s t e d  a n d  s t i m u l a t e d  w i t h  
L P S  ( 1 0 0 n g I m l ) .  
S u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  2 4  h o u r s  l a t e r  a n d  t h e  l e v e l s  o f  I L -  
1 2 p 4 0  [ A ] ,  I L - 1 2 p 7 0  [ B ]  a n d  L - 2 3  [ C ]  q u a n t i f i e d  u s i n g  s p e c i f i c  i m m u n o a s s a y s .  
R e s u l t s  a r e  m e a n s  &  S E  o f  t r i p l i c a t e  a s s a y s  a n d  r e p r e s e n t  t h r e e  i n d e p e n d e n t  
e x p e r i m e n t s .  
A n  u n p a i r e d  t - t e s t  w a s  c a r r i e d  o u t  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  
c o n t r o l I L P S  a n d  R S G J L P S  g r o u p s  w e r e  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  ( * * p < 0 . 0  1 ,  
* p < 0 . 0 5 )  
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M E D r A  A L O N E  + L P S  + R S G  + R S E / L P S  
F I G U R E  5 . 2  
R S G  h a s  l i t t l e  e f f e c t  o n  I L l O  p r o d u c t i o n ,  b u t  s i g n i f i c a n t l y  e n h a n c e s  t h e  
s e c r e t i o n  o f  I L l  f r o m  d e n d r i t i c  c e l l s  f o l l o w i n g  L P S  a c t i v a t i o n  
D C  w e r e  c u l t u r e d  w i t h  e i t h e r  D M S O  ( c o n t r o l )  o r  t h e  P P A R y  l i g a n d ,  
r o s i g l i t a z o n e  ( 5 p M ) ,  f o r  7  d a y s .  C e l l s  w e r e  t h e n  h a r v e s t e d  a n d  s t i m u l a t e d  w i t h  
L P S  ( 1 0 0 n g I m l ) .  S u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  2 4  h o u r s  l a t e r  a n d  t h e  l e v e l s  o f  I L - 1 0  
[ A ]  a n d  I L - 1 P  [ B ]  q u a n t i f i e d  u s i n g  s p e c i f i c  i m m u n o a s s a y s .  R e s u l t s  a r e  m e a n s  &  
S E  o f  t r i p l i c a t e  a s s a y s  a n d  r e p r e s e n t  t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s .  
A n  u n p a i r e d  t - t e s t  w a s  c a r r i e d  o u t  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  
c o n t r o l / L P S  a n d  R S G I L P S  g r o u p s  w e r e  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  ( * p < 0 . 0 5 )  
F I G U R E  5 . 3  
R S G  h a s  n o  s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  T N F - a  o r  I L 6  p r o d u c t i o n  f r o m  d e n d r i t i c  
c e l l s  f o l l o w i n g  L P S  s t i m u l a t i o n  
D C  w e r e  c u l t u r e d  w i t h  e i t h e r  D M S O  ( c o n t r o l )  o r  t h e  P P A R y  l i g a n d ,  
r o s i g l i t a z o n e  ( 5 p . M ) ,  f o r  7  d a y s .  C e l l s  w e r e  t h e n  h a r v e s t e d  a n d  s t i m u l a t e d  w i t h  
L P S  ( 1 0 0 n g I m l ) .  S u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  2 4  h o u r s  l a t e r  a n d  t h e  l e v e l s  o f  T N F -  
a  [ A ]  a n d  I L - 6  [ B ]  q u a n t i f i e d  u s i n g  s p e c i f i c  i m m u n o a s s a y s .  R e s u l t s  a r e  m e a n s  k  
S E  o f  t r i p l i c a t e  a s s a y s  a n d  r e p r e s e n t  t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s .  
A n  u n p a i r e d  t - t e s t  w a s  c a r r i e d  o u t  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  
c o n t r o l / L P S  a n d  R S G / L P S  g r o u p s  w e r e  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t .  
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F I G U R E  5 . 4  
R S G  i n h i b i t s  t h e  L P S - i n d u c e d  m a t u r a t i o n  o f  D C  a n d  t h i s  i n h i b i t i o n  i s  r e v e r s e d  
b y  t h e  s p e c i f i c  P P A R y  i n h i b i t o r ,  G W 9 6 6 2  
B o n e  m a r r o w  d e r i v e d  D C  w e r e  c u l t u r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  D M S O  ( c o n t r o l ) ,  
R S G  ( 5 p M ) ,  o r  R S G  a n d  t h e  P P A R y  i n h i b i t o r  G W 9 6 6 2  ( 1 0 p M )  f o r  7  d a y s .  
C e l l s  w e r e  e i t h e r  i m m e d i a t e l y  w a s h e d  a n d  s t a i n e d  w i t h  a n t i b o d i e s  s p e c i f i c  f o r  
c e r t a i n  s u r f a c e  m a r k e r s  [ R O W  1 1 ,  o r  s t i m u l a t e d  w i t h  L P S  ( 1 0 0 n g / m l )  f o r  2 4  
h o u r s  t h e n  w a s h e d  a n d  s t a i n e d  [ R O W  2 1 .  T h e  a n t i b o d i e s  u s e d  w e r e  s p e c i f i c  f o r  
C D 4 0 ,  C D 8 0 ,  C D 8 6 ,  M H C I I ,  C C R 5 ,  I L - 1 O R  a n d  C D 4 8  ( c e l l s  w e r e  a l s o  s t a i n e d  
w i t h  i s o t y p e - m a t c h e d  c o n t r o l s ) .  
R e s u l t s  o f  i r n r n u n o f l u o r e s c e n c e  a n a l y s i s  a r e  s h o w n  f o r  D M S O - t r e a t e d  D C  ( f i l l e d  
h i s t o g r a m ) ,  R S G - t r e a t e d  D C  ( b l a c k  l i n e ) ,  a n d  R S G - t r e a t e d  D C  t h a t  h a d  a l s o  b e e n  
i n c u b a t e d  w i t h  t h e  P P A R y  i n h i b i t o r  ( r e d  l i n e ) .  
P r o f i l e s  a r e  s h o w n  f o r  a  s i n g l e  
e x p e r i m e n t  a n d  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  3  e x p e r i m e n t s .  
* * *  
D M S O  
0  E P A  
=  D H A  
O H R  G L P S )  2 H R  ( ; L P S )  
T I M E  ( h r s )  
F I G U R E  5 . 5  
E P A  a n d  D H A  m o d u l a t e  t o t a l  c e l l u l a r  l e v e l s  o f  P P A R y  
D C  t r e a t e d  f o r  7  d a y s  w i t h  e i t h e r  D M S O  ( v e h i c l e  c o n t r o l ) ,  E P A  ( 2 5 p M )  o r  D H A  
( 2 5 y M )  w e r e  e i t h e r  l e f t  u n s t i m u l a t e d  ( 0  h o u r s )  o r  s t i m u l a t e d  w i t h  L P S  
( 1 0 0 n g I m l )  f o r  2  h o u r s .  T o t a l  c e l l u l a r  l e v e l s  o f  P P A R y  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  
W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  m e t h o d s  s e c t i o n .  B r i e f l y :  P r o t e i n s  a n d  
p r e - s t a i n e d  p r o t e i n  m a r k e r s  w e r e  s e p a r a t e d  b y  S D S - P A G E  a n d  b l o t t e d  o n t o  
P V D F  t r a n s f e r  m e m b r a n e .  F o l l o w i n g  b l o c k i n g ,  w a s h i n g  a n d  a n t i b o d y  
i n c u b a t i o n  s t e p s ,  p r o t e i n  c o m p l e x e s  w e r e  v i s u a l i z e d  w i t h  s u p e r s i g n a l  ( P i e r c e ,  
U S A )  a n d  m e m b r a n e s  e x p o s e d  t o  f i l m  f o r  1 - 1 0  m i n  a n d  p r o c e s s e d  u s i n g  a n  A g f a  
X - r a y  p r o c e s s o r .  P r o t e i n  b a n d s  w e r e  q u a n t i f i e d  u s i n g  t h e  G e n e S n a p  a c q u i s i t i o n  
a n d  G e n e T o o l s  a n a l y s i s  s o f t w a r e  ( G e n e G e n i u s  G e l  D o c u m e n t a t i o n  a n d  A n a l y s i s  
S y s t e m ,  C a m b r i d g e ,  U K )  a n d  g r a p h e d  r e s u l t s  a r e  e x p r e s s e d  a s  a  f o l d  c h a n g e  
r e l a t i v e  t o  c o n t r o l  ( D M S O ) .  R e s u l t s  a r e  m e a n  f  S E  o f  t r i p l i c a t e  a s s a y s  a n d  
r e p r e s e n t  t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s .  
A  r e p r e s e n t a t i v e  i r n m u n o b l o t  i s  s h o w n  b e l o w  t h e  g r a p h e d  d a t a  
L a n e  1 :  O h r  D M S O ,  L a n e  2 :  O h r  E P A ,  L a n e  3 :  O h r  D H A ,  L a n e  4 :  2 h r  D M S O ,  
L a n e  5 :  2 h r  E P A ,  L a n e  6 :  2 h r  D H A .  
* * * p < 0 . 0 0 1 ,  * p < 0 . 0 5  v s .  D M S O  v e h i c l e  c o n t r o l  d e t e r m i n e d  b y  o n e - w a y  
A N O V A  t e s t  
A  
0  M E D l A  A L O N E  
+ L P S  
M E D I A + G W 9 6 6 2  
L P S + G W 9 6 6 2  
O M S O  E P A  D H A  L A  
c  2 5 0  
E  
8  2 0 0  
w  
l r n  
l o o  
5 0  
0  
F I G U R E  5 . 6  
T h e  P P A R y  i n h i b i t o r  G W 9 6 6 2  d o e s  n o t  r e v e r s e  P U F A - i n d u c e d  c h a n g e s  i n  I L -  
1 2 p 7 0  a n d  I L l O  p r o d u c t i o n  i n  D C  
F a t t y  a c i d - t r e a t e d  D C  w e r e  e x p o s e d  t o  t h e  P P A R y  i n h i b i t o r ,  G W 9 6 6 2  ( l O p M ) ,  
f o r  1  h o u r  p r i o r  t o  L P S - s t i m u l a t i o n  ( 1 0 0 n g I m l ) .  S u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  2 4  
h o u r s  l a t e r  a n d  t h e  l e v e l s  o f  I L - 1 2 p 7 0  [ A ]  a n d  I L - 1 0  [ B ]  a s s e s s e d .  R e s u l t s  a r e  
m e a n s  &  S E  o f  q u a d r u p l i c a t e  a s s a y s  a n d  r e p r e s e n t  t h r e e  i n d e p e n d e n t  
e x p e r i m e n t s .  
* * * p < 0 . 0 0 1 ,  * * p < 0 . 0 1 ,  * p < 0 . 0 5  v s .  D M S O  v e h i c l e  c o n t r o l  d e t e r m i n e d  b y  o n e -  
w a y  A N O V A  t e s t  
C D 4 0  C D 8 0  C D 8 6  M H C I I  I L - 1 O R  C D 4 8  
M E A N  F L U O R E S C E N C E  I N T E N S I T Y  
F I G U R E  5 . 7  
E P A  a n d  D H A  m o d u l a t e  t h e  e x p r e s s i o n  C D 8 6 ,  M H C Z Z  a n d  I L - 1 O R  o n  t h e  
s u r f a c e  o f  i m m a t u r e  D C  i n d e p e n d e n t l y  o f  P P A R y  
M y e l o i d  D C  w e r e  d i f f e r e n t i a t e d  w i t h  G M C S F  f o r  7  d a y s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  f a t t y  
a c i d s  ( E P A ,  D H A ,  o r  L A )  o r  v e h i c l e  c o n t r o l  ( D M S O ) ,  b e f o r e  b e i n g  e x p o s e d  t o  
t h e  s p e c i f i c  P P A R y  i n h i b i t o r ,  G W 9 6 6 2  ( 1 0 p M ) .  A f t e r  2 4  h o u r s ,  c e l l s  w e r e  
w a s h e d  a n d  s t a i n e d  w i t h  a n t i b o d i e s  s p e c i f i c  f o r  C D 4 0 ,  C D 8 0 ,  C D 8 6 ,  M H C L I ,  I L -  
l O R ,  a n d  C D 4 8 ,  o r  w i t h  i s o t y p e - m a t c h e d  c o n t r o l s .  R e s u l t s  o f  
i m m u n o f l u o r e s c e n c e  a n a l y s i s  a r e  s h o w n  f o r  D M S O - t r e a t e d  D C  ( f i l l e d  
h i s t o g r a m ) ,  P U F A - t r e a t e d  D C  ( t h i n  b l a c k  l i n e ) ,  a n d  t r e a t e d  D C  i n c u b a t e d  w i t h  
t h e  P P A R y  i n h i b i t o r  ( s o l i d  g r e y  l i n e ) .  H i s t o g r a m s  f o r  i s o t y p e  c o n t r o l s  a r e  s h o w n  
a s  d o t t e d  l i n e s  i n  t h e  f i r s t  r o w  o n l y .  P r o f i l e s  a r e  s h o w n  f o r  a  s i n g l e  e x p e r i m e n t  
a n d  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  3  e x p e r i m e n t s .  
C D 4 0  C D 8 0  C D 8 6  M H C I I  I L - 1 O R  C D 4 8  
D H A  
M E A N  F L U O R E S C E N C E  I N T E N S I T Y  
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E P A  a n d  D H A  m o d u l a t e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  C D 4 0 ,  C D 8 0 ,  C D 8 6 ,  M H C I I  a n d  
I L l O R  o n  t h e  s u r f a c e  o f  L P S - s t i m u l a t e d  D C  i n d e p e n d e n t l y  o f  P P A R y  
M y e l o i d  D C  w e r e  d i f f e r e n t i a t e d  w i t h  G M C S F  f o r  7  d a y s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  f a t t y  
a c i d s  ( E P A ,  D H A  o r  L A )  o r  v e h i c l e  c o n t r o l  ( D M S O ) .  I m m a t u r e  D C  w e r e  
e x p o s e d  t o  t h e  s p e c i f i c  P P A R y  i n h i b i t o r ,  G W 9 6 6 2  ( I O p M )  f o r  o n e  h o u r  p r i o r  t o  
L P S  s t i m u l a t i o n  ( 1 0 0 n g I m l ) .  F o l l o w i n g  i n c u b a t i o n  f o r  2 4  h o u r s ,  c e l l s  w e r e  
w a s h e d  a n d  s t a i n e d  w i t h  a n t i b o d i e s  s p e c i f i c  f o r  C D 4 0 ,  C D 8 0 ,  C D 8 6 ,  M H C I I ,  I L -  
1 0 R ,  a n d  C D 4 8 ,  o r  w i t h  i s o t y p e - m a t c h e d  c o n t r o l s .  R e s u l t s  o f  
i m m u n o f l u o r e s c e n c e  a n a l y s i s  a r e  s h o w n  f o r  D M S O L P S - t r e a t e d  D C  ( f i l l e d  
h i s t o g r a m ) ,  P U F A L P S - t r e a t e d  D C  ( t h i n  b l a c k  l i n e ) ,  a n d  f a t t y  a c i d / L P S -  o r  
D M S O J L P S - t r e a t e d  D C  e x p o s e d  t o  t h e  P P A R y  i n h i b i t o r  ( s o l i d  g r e y  l i n e ) .  
H i s t o g r a m s  f o r  i s o t y p e  c o n t r o l s  a r e  s h o w n  a s  d o t t e d  l i n e s  i n  t h e  f i r s t  r o w  o n l y .  
P r o f i l e s  a r e  s h o w n  f o r  a  s i n g l e  e x p e r i m e n t  a n d  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  3  
e x p e r i m e n t s .  
-  D M S O  
0  E P A  
D H A  
OHR ( L L P S )  2 H R  ( + L P S )  
T I M E  ( h r s )  
*.-- 
- l l c  m -  
D A B 0  E P A  D H A  D M S O  E P A  D H A  
Oh 2 h  
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E P A  a n d  D H A  m o d u l a t e  t o t a l  c e l l u l a r  l e v e l s  o f  N F l c B p 6 5  
D C  t r e a t e d  f o r  7  d a y s  w i t h  e i t h e r  D M S O  ( v e h i c l e  c o n t r o l ) ,  E P A  ( 2 5  y M ) ,  o r  
D H A  ( 2 5  y M )  w e r e  e i t h e r  l e f t  u n s t i m u l a t e d  ( O h r )  o r  s t i m u l a t e d  w i t h  L P S  ( 1 0 0  
n g l m l )  f o r  2  h o u r s .  T o t a l  c e l l u l a r  l e v e l s  o f  W r c B p 6 5  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  
W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  m e t h o d s .  B r i e f l y :  P r o t e i n s  a n d  p r e -  
s t a i n e d  p r o t e i n  m a r k e r s  w e r e  s e p a r a t e d  b y  S D S - P A G E  a n d  b l o t t e d  o n t o  P V D F  
t r a n s f e r  m e m b r a n e .  F o l l o w i n g  b l o c k i n g ,  w a s h i n g  a n d  a n t i b o d y  i n c u b a t i o n  s t e p s ,  
p r o t e i n  c o m p l e x e s  w e r e  v i s u a l i z e d  w i t h  s u p e r s i g n a l  ( P i e r c e ,  U S A )  a n d  
m e m b r a n e s  w e r e  t h e n  e x p o s e d  t o  f i l m  f o r  1 - 1 0  m i n  a n d  p r o c e s s e d  u s i n g  a n  A g f a  
X - r a y  p r o c e s s o r .  P r o t e i n  b a n d s  w e r e  q u a n t i f i e d  u s i n g  t h e  G e n e S n a p  a c q u i s i t i o n  
a n d  G e n e T o o l s  a n a l y s i s  s o f t w a r e  ( G e n e G e n i u s  G e l  D o c u m e n t a t i o n  a n d  A n a l y s i s  
S y s t e m ,  C a m b r i d g e ,  U K )  a n d  r e s u l t s  a r e  e x p r e s s e d  a s  a  f o l d  c h a n g e  r e l a t i v e  t o  
c o n t r o l  ( D M S O ) .  R e s u l t s  a r e  m e a n  +  S E  o f  t r i p l i c a t e  a s s a y s  a n d  r e p r e s e n t  t h r e e  
i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s .  
A  r e p r e s e n t a t i v e  i m m u n o b l o t  i s  s h o w n  b e l o w  t h e  g r a p h e d  d a t a  
L a n e  1 :  O h r  D M S O ,  L a n e  2 :  O h r  E P A ,  L a n e  3 :  O h r  D H A ,  L a n e  4 :  2 h r  D M S O ,  
L a n e  5 :  2 h r  E P A ,  L a n e  6 :  2 h r  D H A .  
* * * p < 0 . 0 0 1  v s .  D M S O  v e h i c l e  c o n t r o l  d e t e r m i n e d  b y  o n e - w a y  A N O V A  t e s t  
D H A  
-  -  
O h r  ( : L P S )  2 h r  ( ~ L P S )  5 h r  ( ~ L P S )  
B  
O h r  ( - L P S )  2 h r  ( u L P S )  5 h r  ( + L P S )  
T I M E  ( h o u r s )  
F I G U R E  5 . 1 0  
E P A  a n d  D H A  m o d u l a t e  N F  id3 a c t i v i t y  
D C  w e r e  t r e a t e d  f o r  7  d a y s  w i t h  e i t h e r  D M S O  ( v e h i c l e  c o n t r o l ) ,  E P A  ( 2 5  p M ) ,  
D H A  ( 2 5  p M ) ,  o r  L A  ( 5 0 p M )  a n d  e i t h e r  l e f t  u n s t i m u l a t e d  ( O h r )  o r  s t i m u l a t e d  
w i t h  L P S  ( 1 0 0  n g / m l )  f o r  2  a n d  5  h o u r s .  C e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  a n d  n u c l e a r  a n d  
c y t o s o l i c  f r a c t i o n s  w e r e  e x t r a c t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  m e t h o d s .  E x p r e s s i o n  o f  
c y t o s o l i c  N F l c B p 6 5  [ A ]  a n d  c y t o s o l i c  I l c B a  [ B ]  ( n o  n u c l e a r  p r o t e i n  w a s  d e t e c t e d )  
w e r e  m e a s u r e d  b y  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s :  B r i e f l y ,  p r o t e i n s  a n d  p r e - s t a i n e d  
p r o t e i n  m a r k e r s  w e r e  s e p a r a t e d  b y  S D S - P A G E  a n d  b l o t t e d  o n t o  P V D F  t r a n s f e r  
m e m b r a n e .  F o l l o w i n g  b l o c k i n g ,  w a s h i n g  a n d  a n t i b o d y  i n c u b a t i o n  s t e p s ,  p r o t e i n  
c o m p l e x e s  w e r e  v i s u a l i z e d  w i t h  s u p e r s i g n a l  ( P i e r c e ,  U S A ) .  M e m b r a n e s  w e r e  
t h e n  e x p o s e d  t o  f i l m  ( f r o m  1  m i n  t o  o v e r n i g h t  e x p o s u r e )  a n d  p r o c e s s e d  u s i n g  a n  
A m e r s h a m  f i l m  H y p e r p r o c e s s o r .  P r o t e i n  b a n d s  w e r e  q u a n t i f i e d  u s i n g  t h e  
d e n s i t o m e t r y  p r o g r a m  o n  t h e  S y n g e n e  g e l  a n a l y s i s  d o c u m e n t a t i o n  s y s t e m  a n d  
r e s u l t s  a r e  e x p r e s s e d  a s  a  f o l d  c h a n g e  r e l a t i v e  t o  c o n t r o l  ( D M S O ) .  R e s u l t s  a r e  
m e a n  &  S E  o f  t r i p l i c a t e  a s s a y s  a n d  r e p r e s e n t  t h r e e  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s .  
* * * p < 0 . 0 0 1 ,  * * p < 0 . 0 1 ,  * p < 0 . 0 5  v s .  D M S O  c o n t r o l  d e t e r m i n e d  b y  o n e - w a y  
A N O V A  t e s t  
[ A 1  
P P A R y  
I  
OHR 
D M S O  
2 H R  
N F -  I  
L O C A L I S A T I O N  
E P A  
L O C A L I S A T I O N  
' -  I  
OHR 
P P A R y  
t  
D H A  
2 H R  
F I G U R E  5 . 1 1  
E P A  a n d  D H A  m o d u l a t e  t h e  
e x p r e s s i o n  o f  P P A R y  a n d  
N F r c B p 6 5  a n d  a l t e r  t h e i r  
i n t e r a c t i o n  
F a t t y  a c i d - t r e a t e d  D C  w e r e  
e i t h e r  l e f t  u n s t i m u l a t e d  ( 0  h r )  o r  
s t i m u l a t e d  w i t h  L P S  ( 1 0 0 n g / m l )  
f o r  2  a n d  5  h o u r s  b e f o r e  b e i n g  
f i x e d  a n d  p e r m e a b i l i s e d .  
C e l l s  w e r e  f i r s t  i n c u b a t e d  w i t h  
p r i m a r y  a n t i b o d i e s  f o r  N F d p 6 5  
a n d  P P A R y  t h e n  i n c u b a t e d  w i t h  
s e c o n d a r y  a n t i b o d i e s  c o n j u g a t e d  
t o  e i t h e r  F I T C  ( g r e e n  u s e d  f o r  
N F K B ) ,  o r  R h o d a m i n e  ( r e d  u s e d  
f o r  P P A R y ) .  O v e r l a p  a n d  
t h e r e f o r e  c o - l o c a l i s a t i o n  o f  t h e  
t w o  f l u o r o c h r o m e s  ( a n d  
t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s )  i s  s h o w n  
i n  y e l l o w  a n d  t h e  d e g r e e  o f  c o -  
l o c a l i s a t i o n  w a s  c a l c u l a t e d  u s i n g  
t h e  P e a r s o n ' s  C o r r e l a t i o n  
c o e f f i c i e n t  ( V o l o c i t y  4  
S o f t w a r e ) .  E x a m p l e s  o f  t h e  
c o n f o c a l  i m a g e s  o b t a i n e d  a r e  
s h o w n  h e r e  f o r  D M S O  ( v e h i c l e  
c o n t r o l )  [ A ] ,  E P A  [ B ] ,  D H A  
[ C I .  
[ S e e  n e x t  p a g e  f o r  g r a p h e d  
d a t a  o b t a i n e d  f r o m  c o n f o c a l  
i m a g e s ]  
[ D l  P P A R y  C Y T O S O L  [ E l  
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F I G U R E  5 . 1 1  
E P A  a n d  D H A  a l t e r  t h e  e x p r e s s i o n  a n d  c o - l o c a l i s a t i o n  o f  t h e  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s ,  
P P A R y  a n d  N F l c B ,  i n  D C  
F i g u r e s  5 . 1 1  A - C  o n  t h e  p r e v i o u s  p a g e  s h o w  e x a m p l e  i m a g e s  o b t a i n e d  d u r i n g  
c o n f o c a l  m i c r o s c o p y  a n d  d e t a i l  t h e  m e t h o d s  u s e d  t o  o b t a i n  t h e s e  i m a g e s .  T h e  
f i g u r e s  h e r e  g r a p h i c a l l y  r e p r e s e n t  t h e s e  c o n f o c a l  i m a g e s  a n d  s h o w  t h e  m e a n  v a l u e  o f  
i m m u n o f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  f o r  N F ~ I 3 p 6 5  [ D & E ]  a n d  [ F & G ]  P P A R y  i n  b o t h  
n u c l e a r  a n d  c y t o s o l i c  c e l l u l a r  r e g i o n s  o f  P U F A - t r e a t e d  D C .  F u r t h e r m o r e ,  c o -  
l o c a l i s a t i o n  o f  t h e  t w o  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  w a s  c a l c u l a t e d  u s i n g  P e a r s o n s  
C o r r e l a t i o n  ( c a l c u l a t e d  u s i n g  V o l o c i t y  4  s o f t w a r e )  [ H I .  
M u l t i p l e - l a b e l l e d  i m m u n o f l u o r e s c e n c e  i m a g e s  o f  D C  t r e a t e d  w i t h  D M S O ,  E P A  o r  
D H A  a n d  e i t h e r  u n s t i m u l a t e d ,  o r  s t i m u l a t e d  w i t h  L P S  2  o r  5  h r s  w e r e  c a p t u r e d  u s i n g  
a  B i o R a d  M R C  1 0 2 4  c o n f o c a l  m i c r o s c o p e .  C o n f o c a l  a n a l y s i s  p a r a m e t e r s  w e r e  
i d e n t i c a l  f o r  e a c h  i m a g e  w i t h  8 - 1 5  n o n - o v e r l a p p i n g  s e c t i o n s  p e r  s l i d e .  I m a g e s  w e r e  
t h e n  a c q u i r e d  u s i n g  V o l o c i t y  4  3 D  i m a g i n g  s o f t w a r e  ( I m p r o v i s i o n  S o f t w a r e ,  
C o v e n t r y  U K ) .  T h e  a m o u n t  o f  N F - ~ B p 6 5 ,  P P A R y  a n d  a m o u n t  o f  c o - l o c a l i s a t i o n  i n  
D C  w a s  q u a n t i f i e d  u s i n g  V o l o c i t y  4  s o f t w a r e  ( I m p r o v i s i o n  S o f t w a r e ) .  
* * * p < 0 . 0 0 1 ,  * * p < 0 . 0 1 ,  * p < 0 . 0 5  v s .  D M S O  v e h i c l e  c o n t r o l  d e t e r m i n e d  b y  o n e - w a y  
A N O V A  t e s t  
B  
G W 9 6 6 2  
*  
D ~ S O  Q M S O + L P S  C L A  C L A + L P S  C L A + L P S +  
F I G U R E  5 . 1 2  
T h e  m o d u l a t o r y  e f f e c t s  o f  C L A  o n  L P S - i n d u c e d  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  i n  D C  a r e  
n o t  P P A R  y - d e p e n d e n t .  
D C  w e r e  c u l t u r e d  w i t h  e i t h e r  D M S O  ( c o n t r o l ) ,  C L A  ( 5 0 p M ) ,  o r  C L A  p l u s  t h e  
P P A R y  a n t a g o n i s t ,  G W 9 6 6 2  ( 1 0 p M )  f o r  7  d a y s .  C e l l s  w e r e  t h e n  h a r v e s t e d  a n d  
s t i m u l a t e d  w i t h  L P S  ( 1 0 0 n g I m l ) .  S u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  2 4  h o u r s  l a t e r  a n d  
t h e  l e v e l s  o f  I L -  1 2 p 4 0  [ A ] ,  I L -  1 2 p 7 0  [ B ]  a n d  I L -  1 0  [ C ]  q u a n t i f i e d  u s i n g  s p e c i f i c  
i m m u n o a s s a y s .  R e s u l t s  a r e  m e a n s  f  S E  o f  t r i p l i c a t e  a s s a y s  a n d  r e p r e s e n t  t h r e e  
i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s .  
A n  u n p a i r e d  t - t e s t  w a s  c a r r i e d  o u t  t o  d e t e r m i n e  f i r s t l y  w h e t h e r  d i f f e r e n c e s  
b e t w e e n  t h e  c o n t r o l 1 L P S  a n d  C L A / L P S  g r o u p s  w e r e  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t ,  a n d  
t h e n  w h e t h e r  d i f f e r e n c e s  w e r e  s t i l l  d i f f e r e n t  a f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  t h e  P P A R y  
i n h i b i t o r ,  i . e .  c o n t r o l / L P S  v s .  C L N L P S l G W 9 6 6 2  ( * * * p < 0 . 0 0 1 ,  * * p < 0 . 0  1 ,  
* p < 0 . 0 5 )  
G W 9 6 6 2  
F I G U R E  5 . 1 3  
T h e  m o d u l a t o r y  e f f e c t s  o f  C L A  o n  L P S - i n d u c e d  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  i n  D C  a r e  
n o t  P P A R  y - d e p e n d e n t .  
D C  w e r e  c u l t u r e d  w i t h  e i t h e r  D M S O  ( c o n t r o l ) ,  C L A  ( 5 0 p M ) ,  o r  C L A  p l u s  t h e  
P P A R y  a n t a g o n i s t ,  G W 9 6 6 2  ( 1 0 p M )  f o r  7  d a y s .  C e l l s  w e r e  t h e n  h a r v e s t e d  a n d  
s t i m u l a t e d  w i t h  L P S  ( 1 0 0 n g / m l ) .  S u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  2 4  h o u r s  l a t e r  a n d  
t h e  l e v e l s  o f  I L -  1 2 p 4 0  [ A ] ,  I L -  1 2 p 7 0  [ B ]  a n d  I L -  1 0  [ C ]  q u a n t i f i e d  u s i n g  s p e c i f i c  
i m m u n o a s s a y s .  R e s u l t s  a r e  m e a n s  &  S E  o f  t r i p l i c a t e  a s s a y s  a n d  r e p r e s e n t  t h r e e  
i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s .  
A n  u n p a i r e d  t - t e s t  w a s  c a r r i e d  o u t  t o  d e t e r m i n e  f i r s t l y  w h e t h e r  d i f f e r e n c e s  
b e t w e e n  t h e  c o n t r o l / L P S  a n d  C L A I L P S  g r o u p s  w e r e  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t ,  a n d  
t h e n  w h e t h e r  d i f f e r e n c e s  w e r e  s t i l l  d i f f e r e n t  a f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  t h e  P P A R y  
i n h i b i t o r ,  i . e .  c o n t r o l / L P S  v s .  C L A l L P S l G W 9 6 6 2  ( * * p c 0 . 0 1 )  
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F I G U R E  5 . 1 5  
C I A  a n d  R S G  i n h i b i t  t h e  m i g r a t i o n  o f  D C  t o w a r d s  t h e  c h e m o k i n e  M I P - 3 P  
( C C L 1 9 ) .  T h e  C L A - i n d u c e d  i n h i b i t i o n  i s  n o t  r e v e r s e d  b y  t h e  P P A R y  i n h i b i t o r ,  
G  W 9 6 6 2  
D C  w e r e  c u l t u r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  D M S O  ( v e h i c l e  c o n t r o l ) ,  a n d  C L A  a n d  R S G  
+ I -  t h e  P P A R y  a n t a g o n i s t  ( G W 9 6 6 2 )  f o r  7  d a y s .  C e l l s  w e r e  t h e n  s t i m u l a t e d  w i t h  
L P S  ( 1 0 0 n g I m l )  f o r  2 4  h o u r s  b e f o r e  3 x 1 0 ~  c e l l s  w e r e  p l a c e d  i n  t h e  u p p e r  
c h a m b e r  o f  a  T r a n s w e l l  p l a t e  ( 8 . 0 p m ) .  M e d i a  c o n t a i n i n g  r e c o m b i n a n t  C C L 1 9  
( 1 0 0 n g / m l )  w a s  a d d e d  t o  t h e  l o w e r  c h a m b e r  a n d  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  5  
h o u r s  a t  3 7 ° C .  T o  d e t e r m i n e  t h e  n u m b e r  o f  m i g r a t e d  c e l l s ,  m e d i a  f r o m  t h e  
b o t t o m  w e l l  w a s  c o l l e c t e d  a n d  e v e n t s  ( c e l l s )  c o u n t e d  f o r  6 0  s e c o n d s  o n  a  
F A C s C a l i b u r .  
A s  a  n e g a t i v e  c o n t r o l ,  u n s t i m u l a t e d  c e l l s  w e r e  p l a c e d  i n t o  t h e  u p p e r  w e l l  o f  a  
T r a n s w e l l  p l a t e  a n d  m e d i a  a l o n e  ( w i t h o u t  C C L 1 9 )  a d d e d  t o  t h e  b o t t o m  c h a m b e r  
t o  e n s u r e  t h a t  t h e  D C  m i g r a t i o n  o b s e r v e d  w a s  i n i t i a t e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  
c h e m o k i n e .  R e s u l t s  a r e  m e a n s  +  S E  o f  t r i p l i c a t e  a s s a y s  a n d  r e p r e s e n t  2  s e p a r a t e  
e x p e r i m e n t s .  
* * * p < 0 . 0 0 1  v s .  D M S O  v e h i c l e  c o n t r o l  d e t e r m i n e d  b y  o n e - w a y  A N O V A  t e s t  
+ + +  p < 0 . 0 0 1  u s i n g  a n  u n p a i r e d  t - t e s t  b e t w e e n  c o n t r o l  ( w i t h o u t  C C L 1 9 )  a n d  
L P S - s t i m u l a t e d  D M S O  g r o u p s  
5 . 3  D I S C U S S I O N  
P P A R y  i s  w i d e l y  e x p r e s s e d  b y  a  n u m b e r  o f  i m m u n e  c e l l s ,  a n d  c a n  a f f e c t  v a r i o u s  
a s p e c t s  o f  i n n a t e  a n d  a d a p t i v e  i m m u n i t y  t h r o u g h  s p e c i f i c  e f f e c t s  o n  i n d i v i d u a l  
c e l l  p o p u l a t i o n s .  F o r  e x a m p l e ,  P P A R y  n e g a t i v e l y  r e g u l a t e s  t h e  f u n c t i o n s  o f  
m a c r o p h a g e  a n d  m o n o c y t e s  b y  d e c r e a s i n g  t h e i r  o x i d a t i v e  b u r s t  ( v o n  K n e t h e n  &  
B r u n e ,  2 0 0 2 )  a n d  s u p p r e s s i n g  i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  ( J i a n g  e t  a l . ,  
1 9 9 8 ) .  I n  t h e  a d a p t i v e  i m m u n e  s y s t e m ,  P P A R y  h a s  b e e n  s h o w n  t o  r e g u l a t e  T  
h e l p e r  c e l l  r e s p o n s e s  ( C l a r k  e t  a l ,  2 0 0 0 )  a n d  d e c r e a s e  I F N - y  a n d  I L - 2  p r o d u c t i o n  
b y  m i t o g e n - a c t i v a t e d  s p l e n o c y t e s  ( C u n a r d  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) ;  
H e r e  w e  i n v e s t i g a t e d  t h e  r o l e  o f  P P A R y  i n  D C .  S e v e r a l  s t u d i e s  h a v e  a l r e a d y  
s h o w n  t h a t  a c t i v a t i n g  P P A R y  i n  D C  u s i n g  l i g a n d s  s u c h  a s  P G J 2 ,  r o s i g l i t a z o n e  
a n d  p i o g l i t a z o n e ,  r e s u l t s  i n  t h e  d o w n - r e g u l a t i o n  o f  D C  a c t i v a t i o n  a n d  m a t u r a t i o n ,  
c h a r a c t e r i s e d  b y  a  s u p p r e s s i o n  o f  I L - 1 2  p r o d u c t i o n  a n d  d e c r e a s e d  e x p r e s s i o n  o f  
k e y  c o - s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e s  ( S k o r o k h o d  e t  a l . ,  2 0 0 4 ;  A p p e l  e t  a l . ,  2 0 0 5 ;  
S z a t m a r i  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  O u r  r e s u l t s  c o r r o b o r a t e  t h e s e  f i n d i n g s  a n d  s h o w  t h a t  R S G  
i n h i b i t s  t h e  p r o d u c t i o n  o f  I L - 1 2 p 4 0  a n d  I L - 1 2 p 7 0  f r o m  L P S - s t i m u l a t e d  D C  a n d  
a l s o  p r e v e n t s  t h e  m a t u r a t i o n  p r o c e s s  b y  d o w n - r e g u l a t i n g  s u r f a c e  l e v e l s  o f  C D 8 0 ,  
C D 8 6 ,  M H C I I  a n d  C C R 5  f o l l o w i n g  L P S  s t i m u l a t i o n ,  w h i c h  w e r e  r e v e r s e d  
f o l l o w i n g  t h e  a d d i t i o n  o f  t h e  P P A R y  a n t a g o n i s t ,  G W 9 6 6 2 .  W e  a l s o  r e p o r t  f o r  
t h e  f i r s t  t i m e  t h a t  R S G  s u p p r e s s e s  I L - 2 3  p r o d u c t i o n  f r o m  D C .  I L - 2 3  p l a y s  a  
m a j o r  r o l e  i n  T h 1 7  c e l l  d e v e l o p m e n t  a n d  t h u s  I L - 1 7  p r o d u c t i o n  ( K i k l y  e t  a l . ,  
2 0 0 6 ) ,  a n d  T h 1 7  c e l l s  h a v e  b e e n  i m p l i c a t e d  a s  b e i n g  k e y  p a t h o g e n i c  e f f e c t o r  
c e l l s  i n  a  n u m b e r  o f  i n f l a m m a t o r y  d i s e a s e s ,  i n c l u d i n g  M S ,  R A  a n d  I B D  
( L a n g r i s h  e t  a l . ,  2 0 0 5 ;  Z h a n g  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  S u p p r e s s i n g  I L - 2 3  h a s  b e e n  s h o w n  t o  
b e  t h e r a p e u t i c a l l y  b e n e f i c i a l  i n  t h e s e  d i s e a s e s :  F o r  e x a m p l e ,  L a n g r i s h  a n d  
c o l l e a g u e s  ( 2 0 0 5 )  r e p o r t e d  t h a t  I L - 2 3 - d e f i c i e n t  m i c e  a r e  r e s i s t a n t  t o  t h e  
d e v e l o p m e n t  o f  E A E ,  C I A  a n d  I B D .  T h e r e f o r e ,  R S G -  o r  P P A R y  a c t i v a t i o n -  
i n d u c e d  1 L - 2 3  s u p p r e s s i o n  m a y  b e  b e n e f i c i a l  i n  t h e s e  i n f l a m m a t o r y  d i s o r d e r s .  
T o  d a t e  l i t t l e  i s  k n o w n  a s  t o  t h e  e f f e c t  o f  P U F A  o n  P P A R y  a c t i v a t i o n  w i t h  r e g a r d  
t o  D C  f u n c t i o n .  T h e r e f o r e  w e  e x a m i n e d  w h e t h e r  t h e  i m m u n o m o d u l a t o r y  e f f e c t s  
o f  l o n g  c h a i n  P U F A  o n  D C  a r e  m e d i a t e d  b y  P P A R y ,  f i r s t l y  l o o k i n g  a t  t h e  n - 3  
P U F A  ( E P A  a n d  D H A )  a n d  t h e n  t h e  n - 6  P U F A ,  C L A .  T h e  d a t a  c l e a r l y  
d e m o n s t r a t e s  t h a t  a l l  P U F A  s u p p r e s s  L P S - i n d u c e d  I L - 1 2 p 7 0  a n d  e n h a n c e  I L - 1 0  
p r o d u c t i o n ,  w h i c h  c o r r e l a t e s  w i t h  t h e  f i n d i n g s  o f  o t h e r s  w h o  h a v e  s h o w n  t h a t  
E P A  a n d  D H A  s u p p r e s s  I L - 1 2 p 7 0  a n d  L - 1 2 p 4 0  i n  m u r i n e  a n d  h u m a n  D C  
r e s p e c t i v e l y  ( W e a t h e r i l l  e t  a l . ,  2 0 0 5 ;  Z e y d a  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  
I L - 1 2  i s  p r o d u c e d  b y  i n n a t e  i m m u n e  c e l l s  a n d  i s  a  k e y  c y t o k i n e  i n  t h e  
d e v e l o p m e n t  o f  T h l  r e s p o n s e s ,  a n d  a s  s u c h  I L - 1 2  h a s  b e e n  i m p l i c a t e d  i n  t h e  
p a t h o g e n e s i s  o f  i n f e c t i o u s ,  i n f l a m m a t o r y  a n d  a u t o i m m u n e  d i s e a s e s ,  i n c l u d i n g  
i n f l a m m a t o r y  b o w e l  d i s e a s e  ( L i u  e t  a l . ,  2 0 0 1 a ;  T r i n c h i e r i ,  2 0 0 3 ) .  O u r  f i n d i n g s  
a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  s t u d i e s  t h a t  d e m o n s t r a t e  t h a t  P U F A  c a n  i n h i b i t  T h l  
r e s p o n s e s :  F e e d i n g  m i c e  a  f i s h  o i l  d i e t  r i c h  i n  E P A  a n d  D H A  r e d u c e d  c i r c u l a t i n g  
a n d  s p l e n i c  I L - 1 2 p 4 0  a n d  I F N - y  p r o d u c t i o n  i n  m i c e  f o l l o w i n g  i n f e c t i o n  w i t h  
L i s t e r i a  m o n o c y t o g e n e s  ( F r i t s c h e  e t  a l . ,  1 9 9 9 )  a n d  C L A  w a s  s h o w n  t o  b e  
b e n e f i c i a l  i n  a  m u r i n e  m o d e l  o f  c o l i t i s  w h i c h  i s  c o n s i d e r e d  a  p r e d o m i n a n t l y  T h l -  
m e d i a t e d  d i s e a s e  ( B a s s a g a n y a - R i e r a  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  
T h e  s u p p r e s s i o n  o f  I L - 1 2  b y  P P A R y  l i g a n d s  s u c h  a s  t r o g l i t a z o n e ,  r o s i g l i t a z o n e  
a n d  P G J 2 ,  i s  w e l l  e s t a b l i s h e d  ( F a v e e u w  e t  a l . ,  2 0 0 0 ;  N e n c i o n i  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  K l o t z  
e t  a l . ,  2 0 0 7 )  a n d  c o n f i r m e d  h e r e .  T h e  e f f e c t  o f  P P A R y  l i g a n d s  o n  L - 2 3  
p r o d u c t i o n  h a s  n o t  b e e n  p r e v i o u s l y  i n v e s t i g a t e d ,  a n d  w a s  a l s o  f o u n d  t o  b e  
i n h i b i t e d  b y  R S G .  G i v e n  t h a t  E P A  a n d  D H A ,  l i k e  R S G ,  s u p p r e s s  t h e  p r o d u c t i o n  
o f  I L - 1 2  a n d  I L - 2 3  b y  D C  ( D H A  i n  p a r t i c u l a r ) ,  w e  e x a m i n e d  w h e t h e r  t h i s  
c o r r e l a t e d  w i t h  c h a n g e s  i n  P P A R y  e x p r e s s i o n .  W e  f o u n d  t h a t  b o t h  E P A  a n d  
D H A  i n c r e a s e d  c e l l u l a r  P P A R y  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  i n  D C  p r e -  a n d  p o s t - L P S  
s t i m u l a t i o n .  T h i s  h a s  b e e n  s h o w n  i n  o t h e r  c e l l  t y p e s  w h e r e  E P A  a n d  D H A  w e r e  
f o u n d  t o  i n c r e a s e  P P A R y  m R N A  a n d  c e l l u l a r  P P A R y  p r o t e i n  i n  h u m a n  r e n a l  
t u b u l a r  c e l l s  a n d  a d i p o c y t e s  r e s p e c t i v e l y  ( C h a m b r i e r  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  L i  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  
H o w e v e r ,  a l t h o u g h  e x p r e s s i o n  l e v e l s  o f  P P A R y  w e r e  i n c r e a s e d ,  t h e  s p e c i f i c  
P P A R y  i n h i b i t o r  ( G W 9 6 6 2 )  f a i l e d  t o  r e v e r s e  t h e  a n t i - i n f l a m m a t o r y  e f f e c t s  o f  
E P A ,  D H A ,  o r  C L A  o n  D C  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n ,  i . e .  t h e  P U F A  w e r e  s t i l l  a b l e  t o  
r e d u c e  L - 1 2  a n d  e n h a n c e  I L - 1 0  p r o d u c t i o n  ( a l t h o u g h  C L A  h a d  l i t t l e  e f f e c t  o n  
I L -  1 0  h e r e ) .  
M o s t  o f  t h e  s t u d i e s  t h a t  e x a m i n e  t h e  e f f e c t s  o f  P P A R y  l i g a n d s  o n  D C  f u n c t i o n  
h a v e  r e p o r t e d  n o  e f f e c t  o n  I L - 1 0  p r o d u c t i o n .  H o w e v e r ,  a  v e r y  r e c e n t  p a p e r  
r e p o r t e d  t h a t  R S G  u p r e g u l a t e s  t h e  p r o d u c t i o n  o f  I L - 1 0  f r o m  m o n o c y t e - d e r i v e d  
D C  b u t  o n l y  w h e n  p r e s e n t  i n  n a n o m o l a r  c o n c e n t r a t i o n s  ( T h o m p s o n  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  
M i c r o m o l a r  a m o u n t s  o f  R S G  h a d  n o  e f f e c t  o n  I L - 1 0  p r o d u c t i o n  f r o m  D C  w h i c h  
a g r e e s  w i t h  t h e  f i n d i n g s  h e r e ,  a n d  i m p l i e s  t h a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  P P A R  l i g a n d  
u s e d  i s  o f  g r e a t  i m p o r t a n c e .  I L - 1 0  i s  a  p o t e n t  a n t i - i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e  t h a t  
i n h i b i t s  i n n a t e  i m m u n e  c e l l  I L - 1 2 ,  T N F - a ,  a n d  I L - 1  p r o d u c t i o n  ( C o n t i  e t  a l . ,  
2 0 0 3 )  a n d  I L - 1 0  w a s  f o u n d  t o  b e  u p r e g u l a t e d  b y  P U F A  i n  t h i s  s t u d y .  S i m i l a r  
f i n d i n g s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  p r e v i o u s l y :  C L A  e n h a n c e d  I L - 1 0  p r o d u c t i o n  i n  
w h o l e  b l o o d  ( L y  e t  a l . ,  2 0 0 5 )  a n d  T  c e l l s  ( S o n g  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  O f  n o t e  h e r e  i s  t h e  
f i n d i n g  t h a t  E P A ,  D H A  a n d  C L A  e n h a n c e d  I L - 1 O R  e x p r e s s i o n .  I n c r e a s e d  
r e c e p t o r  e x p r e s s i o n  w o u l d  e n h a n c e  c e l l u l a r  r e s p o n s e s  t o  t h e  i n c r e a s e d  l e v e l s  o f  
I L - 1 0  s e c r e t e d  b y  P U F A - t r e a t e d  D C ,  c r e a t i n g  a  p o s i t i v e  f e e d b a c k  l o o p .  
T h e r e f o r e  i t  w a s  n o t  s u r p r i s i n g  t h a t  t h e  P U F A - i n d u c e d  i n c r e a s e  i n  I L - 1 0  w a s  n o t  
r e v e r s e d  b y  t h e  s p e c i f i c  P P A R y  i n h i b i t o r ,  G W 9 6 6 2 .  T h e  s u p p r e s s i v e  e f f e c t s  o f  
P U F A  o n  I L - 1 2  p r o d u c t i o n  w e r e  n o t  r e v e r s e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  P P A R y  
i n h i b i t o r  e i t h e r ,  a n d  t h i s  f i n d i n g  i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  a  r e c e n t  p u b l i c a t i o n  t h a t  
s h o w e d  t h e  s u p p r e s s i v e  e f f e c t s  o f  E P A  a n d  D H A  o n  m a c r o p h a g e  I L - 1 2  t o  b e  
P P A R y  i n d e p e n d e n t  ( Z h a n g  &  F r i t s c h e ,  2 0 0 4 ) .  
D C  m a t u r a t i o n  i s  a  c r u c i a l  s t e p  t h a t  f a c i l i t a t e s  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  i m m a t u r e  c e l l s  
i n t o  p o t e n t  a n t i g e n  p r e s e n t i n g  c e l l s .  A s  w e l l  a s  p r o d u c i n g  c y t o k i n e s ,  t h e y  
i n c r e a s e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  M H C I I  a n d  c o - s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e s ,  i n c l u d i n g  
C D 4 0 ,  C D 8 0 ,  C D 8 6 ,  w h i c h  f a c i l i t a t e s  t h e i r  i n t e r a c t i o n  w i t h ,  a n d  a c t i v a t i o n  o f ,  
n a l v e  T  c e l l s  ( K a p s e n b e r g ,  2 0 0 3 ) .  P r e v i o u s  r e p o r t s  h a v e  s h o w n  t h a t  t h e  
a c t i v a t i o n  o f  P P A R y  b y  t r o g l i t a z o n e ,  1 5 d - P G J 2  a n d  r o s i g l i t a z o n e  s u p p r e s s e d  
C D 8 0  b u t  e n h a n c e d  C D 8 6  f o l l o w i n g  D C  a c t i v a t i o n  
( G o s s e t  e t  a l . ,  2 0 0 1 ;  
N e n c i o n i  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  O u r  r e s u l t s  s h o w e d  a  s u p p r e s s i o n  o f  C D 8 0 ,  C D 8 6 ,  
M H C I I  a n d  C C R 5  f o l l o w i n g  R S G  t r e a t m e n t ,  e f f e c t s  w h i c h  w e r e  c o m p l e t e l y  
r e v e r s e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  P P A R y  a n t a g o n i s t .  S i m i l a r  t o  R S G ,  P U F A  a l s o  
h a d  p o t e n t  i n h i b i t o r y  e f f e c t s  o n  D C  m a t u r a t i o n  m a r k e r s  a n d  w e  e x a m i n e d  
w h e t h e r  t h e s e  c h a n g e s  w e r e  P P A R y - d e p e n d e n t .  T r e a t m e n t  o f  D C  w i t h  E P A ,  
D H A  a n d  C L A  s i g n i f i c a n t l y  s u p p r e s s e d  t h e  u p - r e g u l a t i o n  o f  c o - s t i m u l a t o r y  
m a r k e r s  f o l l o w i n g  L P S  a c t i v a t i o n  b u t  t h e s e  c h a n g e s  w e r e  n o t  r e v e r s e d  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  t h e  P P A R y  i n h i b i t o r .  T h e  m o d u l a t i o n  o f  D C  m a t u r a t i o n  s t a t u s  h a s  
b e e n  s h o w n  t o  a f f e c t  s u b s e q u e n t  T  h e l p e r  c e l l  a c t i v a t i o n  r e s u l t i n g  i n  t h e  
d e v e l o p m e n t  o f  C D 4 '  T  h e l p e r  c e l l  a n e r g y  ( K l o t z  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  T h e r e f o r e  t h e  
e f f e c t s  o f  P U F A  a n d  R S G  c o u l d  h a v e  d o w n s t r e a m  e f f e c t s  o n  t h e  a d a p t i v e  
i m m u n e  s y s t e m ,  a l b e i t  t h r o u g h  d i v e r g e n t  m e c h a n i s m s .  T h i s  s h o u l d  b e  
i n v e s t i g a t e d  i n  f u t u r e  e x p e r i m e n t s .  
T h e  e x p r e s s i o n  o f  P P A R y  i s  u p r e g u l a t e d  d u r i n g  T  c e l l  a c t i v a t i o n  ( C l a r k  e t  a l . ,  
2 0 0 0 ) ,  a n d  l i g a n d  b i n d i n g  h a s  b e e n  s h o w n  t o  i n h i b i t  t h e  p r o d u c t i o n  o f  E N - y  a n d  
I L - 2  f r o m  T  c e l l s  ( C u n a r d  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  T h e r e f o r e  P U F A  m a y  a c t u a l l y  e x e r t  
t h e i r  e f f e c t s  o n  T  c e l l s  v i a  a  P P A R y  m e c h a n i s m  r a t h e r  t h a n  t h e  A P C .  I t  h a s  b e e n  
s u g g e s t e d  p r e v i o u s l y  t h a t  P P A R y  e x e r t s  i t s  a n t i - i n f l a m m a t o r y  e f f e c t s  b y  
a t t e n u a t i n g  t h e  a b i l i t y  o f  D C  t o  p r i m e  T  c e l l s  ( K l o t z  e t  a l . ,  2 0 0 7 )  b u t  o t h e r s  h a v e  
s h o w n  i t  t o  a c t  d i r e c t l y  a t  t h e  l e v e l  o f  t h e  T  c e l l  ( C l a r k  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  C o n s i d e r i n g  
t h e  s u p p r e s s i o n  o f  I L - 1 2  ( A p p e l  e t  a l . ,  2 0 0 5 )  a n d  i n h i b i t i o n  o f  I F N - y  ( C u n a r d  e t  
a l . ,  2 0 0 2 )  s e e n  f o l l o w i n g  P P A R y  a c t i v a t i o n ,  i t  w o u l d  b e  i n t e r e s t i n g  t o  s e e  
w h e t h e r  t h e  R S G -  a n d  P U F A - i n d u c e d  i n h i b i t i o n  o f  I L - 2 3  f o u n d  h e r e  w o u l d  h a v e  
s u b s e q u e n t  e f f e c t s  o n  I L - 1 7  p r o d u c t i o n  f r o m  T  c e l l s  v i a  P P A R y  a c t i v a t i o n .  T h i s  
i s  o f  p a r t i c u l a r  i n t e r e s t  b e c a u s e  r e s u l t s  i n  c h a p t e r  4  s h o w e d  t h a t  C L A - t r e a t e d  D C  
h a d  a n  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o n  l L - 1 7  a n d  I F N - y  p r o d u c t i o n  f r o m  C D 4 +  T  c e l l s .  
T h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  P P A R y  o n  I L - 1 2  h a s  b e e n  s h o w n  t o  i n v o l v e  i t s  
i n t e r a c t i o n  w i t h  N F K B  ( C h u n g  e t  a l . ,  2 0 0 0 )  a n d  m e m b e r s  o f  t h e  N F K B  f a m i l y  o f  
t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  a r e  i m p o r t a n t  f o r  t h e  a c t i v a t i o n  a n d  f u n c t i o n  o f  D C  ( A p p e l  
e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  T h e r e f o r e  t h e  e f f e c t s  o f  E P A  a n d  D H A  o n  l e v e l s  o f  N F K B ~ ~ ~ ,  a n d  
t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  N F K B  a n d  P P A R y  w e r e  e x a m i n e d .  T r e a t m e n t  o f  D C  
w i t h  b o t h  E P A  a n d  D H A  r e s u l t e d  i n  a  d e c r e a s e  i n  t o t a l  c e l l u l a r ,  c y t o s o l i c  a n d  
n u c l e a r  N F K B ~ ~ ~  p r o t e i n  i n  r e s t i n g  a n d  L P S - s t i m u l a t e d  D C .  S i m i l a r  r e p o r t s  
s h o w e d  E P A  a n d  D H A  t o  s u p p r e s s  N F K B  
a c t i v i t y  i n  T H P - 1  m a c r o p h a g e  
( W e l d o n  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) ,  R A W 2 6 4  m a c r o p h a g e  ( L e e  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) ,  p a n c r e a t i c  t u m o r  
c e l l s  ( R o s s  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) ,  h u m a n  n e u t r o p h i l s  ( F i c k l  e t  a l . ,  2 0 0 5 )  a n d  J u r k a t  T  c e l l s  
( D e n y s  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  H o w e v e r ,  f e w  s t u d i e s  h a v e  e x a m i n e d  t h e  i n t e r a c t i o n  
b e t w e e n  P P A R y  a n d  N F K B .  P r e v i o u s  r e p o r t s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  c - r e l ,  a  
m e m b e r  o f  t h e  N F K B  f a m i l y ,  r e g u l a t e s  I L - 1 2  e x p r e s s i o n  i n  D C  ( G r u m o n t  e t  n l . ,  
2 0 0 1 )  a n d  i n t e r e s t i n g l y  P P A R y  a c t i v a t i o n  i n  D C  d o w n - r e g u l a t e s  c - r e 1  a c t i v a t i o n  
( A p p e l  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  T h e s e  s t u d i e s  s u g g e s t  t h a t  P P A R y  m a y  e x e r t  i t s  i n h i b i t o r y  
e f f e c t  o n  I L -  1 2  p r o d u c t i o n  v i a  t h e  N F K B  p a t h w a y .  G i v e n  o u r  e v i d e n c e  t h a t  E P A  
a n d  D H A  a c t i v a t e d  P P A R y  a n d  s u p p r e s s e d  N F K B ,  w e  e x p l o r e d  t h e  i n t e r a c t i o n  
b e t w e e n  t h e  t w o  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  i n  D C .  C o n f o c a l  m i c r o s c o p y  r e s u l t s  c l e a r l y  
d e m o n s t r a t e d  t h a t  E P A  a n d  D H A  i n c r e a s e d  t h e  p h y s i c a l  a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  
P P A R y  a n d  N F K B  i n  D C .  
T h e  P U F A - i n d u c e d  d e c r e a s e  i n  N F K B  a c t i v i t y  w e  r e p o r t  h e r e  p r o v i d e s  p e r h a p s  
t h e  b e s t  e x p l a n a t i o n  a s  t o  h o w  P U F A  e x e r t  t h e i r  e f f e c t  o n  I L - 1 2 .  O n e  o t h e r  s t u d y  
e x a m i n e d  t h e  p o t e n t i a l  r o l e  o f  P P A R y  i n  m e d i a t i n g  s u p p r e s s i v e  e f f e c t s  o n  I L - 1 2  
i n  D C .  I t  r e p o r t e d  t h a t  a  m a l a r i a l  p i g m e n t ,  H e m o z o i n ,  i n h i b i t e d  t h e  
d i f f e r e n t i a t i o n  a n d  m a t u r a t i o n  o f  h u m a n  d e n d r i t i c  c e l l s  v i a  a  P P A R y - d e p e n d e n t  
m e c h a n i s m  ( S k o r o k h o d  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  H o w e v e r ,  t h e i r  i n h i b i t o r  s t u d i e s  o n l y  
f o c u s e d  o n  t h e  D C  a c t i v a t i o n  m a r k e r  C D 8 3  a n d  n o  d a t a  w a s  m a d e  a v a i l a b l e  o n  
c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  o r  e x p r e s s i o n  o f  c o - s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e s .  I t  i s  o f  
i m p o r t a n c e  t o  n o t e  t h a t  w h i l e  t h i s  m o l e c u l e  e x e r t e d  i t s  e f f e c t s  o n  D C  m a t u r a t i o n  
v i a  a  P P A R y - d e p e n d e n t  p a t h w a y ,  i t  h a d  n o  e f f e c t  o n  t h e  a c t i v a t i o n  o f  N F K B  
( S k o r o k h o d  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  
T h e  f a c t  t h a t  P U F A  u p r e g u l a t e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  P P A R y  i m p l i e s  t h a t  t h e r e  m u s t  
b e  a  f u n c t i o n  f o r  t h i s  i n c r e a s e .  A  r o l e  f o r  P P A R y  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  i n  
m i g r a t i o n :  A n g e l i  a n d  c o - w o r k e r s  ( 2 0 0 3 )  s h o w e d  t h a t  t h e  a c t i v a t i o n  o f  P P A R y  
b y  r o s i g l i t a z o n e  s p e c i f i c a l l y  i m p a i r e d  t h e  d e p a r t u r e  o f  L a n g e r h a n s  c e l l s  f r o m  t h e  
e p i d e r m i s  t o  d r a i n i n g  l y m p h  n o d e s ;  A p p e l  a n d  a s s o c i a t e s  ( 2 0 0 5 )  f o u n d  t h a t  
a d d i n g  t r o g l i t a z o n e  t o  m o n o c y t e - d e r i v e d  D C  c o m p l e t e l y  b l o c k e d  t h e i r  m i g r a t i o n  
t o w a r d s  C C L 1 9 ,  a n d  N a p i m o g a 7 s  r e s e a r c h  g r o u p  ( 2 0 0 8 )  s h o w e d  t h a t  
a d m i n i s t r a t i o n  o f  a n o t h e r  P P A R y  l i g a n d ,  1 5 d - P G J ( 2 ) ,  d e c r e a s e d  l e u k o c y t e  
r o l l i n g  a n d  a d h e s i o n  t o  i n f l a m e d  t i s s u e .  G i v e n  t h e  s u p p r e s s i o n  o f  m i g r a t i o n  w e  
s a w  f o l l o w i n g  P U F A  t r e a t m e n t  i n  c h a p t e r  3 ,  w e  u s e d  a  c h e m o t a x i s  a s s a y  t o  
a s s e s s  w h e t h e r  t h i s  w a s  t h r o u g h  a  P P A R y - d e p e n d e n t  m e c h a n i s m .  B o t h  C L A  a n d  
R S G  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  t h e  a m o u n t  o f  c e l l s  m i g r a t i n g  t o w a r d s  C C L 1 9 ;  
h o w e v e r  o n l y  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  R S G  h a d  t h e i r  m i g r a t o r y  c a p a c i t y  r e s t o r e d  u p o n  
t h e  a d d i t i o n  o f  t h e  P P A R y  i n h i b i t o r .  T h e  c h e m o t a x i s  o f  C L A - t r e a t e d  c e l l s  w a s  
s t i l l  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d .  T h e r e f o r e ,  P U F A - i n d u c e d  a l t e r a t i o n s  i n  m i g r a t i o n  
a l s o  a p p e a r  t o  b e  P P A R y - i n d e p e n d e n t .  
O u r  i n h i b i t o r  s t u d i e s  d e m o n s t r a t e  t h a t  P U F A  e x e r t  t h e i r  m o d u l a t o r y  e f f e c t s  o n  
c y t o k i n e  p r o d u c t i o n ,  s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  a n d  m i g r a t i o n  e v e n  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  G W 9 9 6 2 ,  a  s p e c i f i c  P P A R y  i n h i b i t o r .  T h e r e f o r e  t h e s e  P U F A -  
i n d u c e d  e f f e c t s  a r e  p r o p o s e d  a s  P P A R y - i n d e p e n d e n t .  G i v e n  t h a t  N F K B  p l a y s  a  
k e y  r o l e  i n  r e g u l a t i n g  t h e  e x p r e s s i o n  o f  c y t o k i n e s  a n d  s u r f a c e  m o l e c u l e s  
( B a n c h e r e a u  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) ,  t h e  s u p p r e s s i o n  o f  N F K B  a c t i v a t i o n  e v i d e n t  f o l l o w i n g  
E P A  a n d  D H A  t r e a t m e n t  m a y  e x p l a i n  h o w  P U F A  e x e r t  t h e i r  e f f e c t s .  F u t u r e  
w o r k  s h o u l d  e x a m i n e  w h e t h e r  s i m i l a r  a l t e r a t i o n s  i n  N F K B  e x p r e s s i o n  a n d  
a c t i v a t i o n  a r e  s e e n  f o l l o w i n g  C L A  t r e a t m e n t .  
T h e s e  d a t a  i n d i c a t e  t h a t  w h i l e  P U F A  m a y  b e  l i g a n d s  f o r  P P A R y ,  t h e i r  a c t i v a t i o n  
o f  t h i s  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  d o e s  n o t  m e d i a t e  t h e i r  e f f e c t s  o n  D C ,  a n d  t h e r e f o r e  
d o e s  n o t  e x p l a i n  t h e i r  p o t e n t  a n t i - i n f l a m m a t o r y  e f f e c t s  i n  t h e s e  c e l l s .  
C H A P T E R  6  
I N  V I V O  E F F E C T S  O F '  
A  C L A - E N R I C H E D  
D I E T  
6 . 1  C H A P T E R  6  I N T R O D U C T I O N  
R e s u l t s  i n  p r e v i o u s  c h a p t e r s  h a v e  s h o w n  t h a t  P U F A  a r e  a b l e  t o  i n h i b i t  D C  
m a t u r a t i o n  i n  v i t r o  a n d  d o w n - r e g u l a t e  p r o i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  
f r o m  C D 4 '  T  c e l l s  i n  a  c o - c u l t u r e  s y s t e m .  F u r t h e r m o r e ,  s o m e  p r o m i s i n g  r e s u l t s  
w e r e  s e e n  i n  t h e  a d o p t i v e  t r a n s f e r  e x p e r i m e n t ,  s o  i n  t h e  f i n a l  c h a p t e r  w e  
e x a m i n e d  t h e  i n  v i v o  e f f e c t s  o f  C L A  b y  u s i n g  a  P U F A - i n c o r p o r a t e d  d i e t  i n  a  
n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  s e t t i n g s :  F i r s t l y ,  t o  a s c e r t a i n  w h e t h e r  t h e  c h a n g e s  s e e n  i n  
v i t r o  i n  b o t h  T  c e l l s  a n d  D C  w e r e  m i r r o r e d  i n  v i v o ,  a l t e r a t i o n s  i n  c y t o k i n e  
p r o d u c t i o n  a n d  c e l l  s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  f r o m  C D 4 +  s p l e n i c  T  c e l l s  a n d  
b o n e  m a r r o w - d e r i v e d  d e n d r i t i c  c e l l s  i s o l a t e d  f r o m  a n i m a l s  f e d  a  C L A -  
s u p p l e m e n t e d  d i e t  w e r e  e x a m i n e d .  S e c o n d l y ,  t o  d e t e r m i n e  t h e  i m p a c t  o f  a  
P U F A - i n c o r p o r a t e d  d i e t  o n  e n d o t o x i n - i n d u c e d  p r o i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e  
p r o d u c t i o n  i n  v i v o ,  w e  a s s e s s e d  a l t e r a t i o n s  i n  c i r c u l a t i n g  c y t o k i n e  l e v e l s  i n  C L A -  
f e d  a n i m a l s  i n  a  m u r i n e  m o d e l  o f  s e p t i c  s h o c k .  L i p o p o l y s a c c h a r i d e  i s  a  c e l l  w a l l  
c o m p o n e n t  o f  g r a m - n e g a t i v e  b a c t e r i a  t h a t  c a n  i n d u c e  t h e  p r o d u c t i o n  o f  a  l a r g e  
q u a n t i t y  o f  p r o i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s  i n t o  t h e  c i r c u l a t i o n ,  s u c h  a s  I F N - y  a n d  
T N F - a ,  a n d  t h e s e  c y t o k i n e s  a r e  w h a t  e v e n t u a l l y  c a u s e  s e p t i c  s h o c k  ( F u r u s a k o  e t  
a l . ,  2 0 0 1 ) .  T h e r e f o r e ,  t h e r a p i e s  t h a t  d o w n - r e g u l a t e  t h e s e  c i r c u l a t i n g  c y t o k i n e s  
w o u l d  p r o v e  b e n e f i c i a l  i n  t r e a t i n g  t h i s  d i s o r d e r .  D i e t a r y  i n t e r v e n t i o n  s t u d i e s  
h a v e  b e e n  c o n d u c t e d  p r e v i o u s l y  i n  t h i s  
m o d e l  a n d  w e r e  s h o w n  t o  h a v e  
e f f i c a c i o u s  r e s u l t s :  F r i t s c h e  a n d  c o - w o r k e r s  ( 1 9 9 9 )  f e d  m i c e  a  f i s h  o i l -  
s u p p l e m e n t e d  d i e t  f o r  4  w e e k s ,  a f t e r  w h i c h  m i c e  w e r e  i n j e c t e d  w i t h  L i s t e r i a  
m o n o c y t o g e n e s .  P l a s m a  l e v e l s  o f  I L - 1 2 p 7 0  a n d  I F N - y  m e a s u r e d  2 4  h o u r s  l a t e r  
w e r e  b o t h  g r e a t l y  r e d u c e d  i n  a n i m a l s  f e d  t h e  f i s h  o i l  d i e t .  A n o t h e r  s t u d y  b y  L a i  
a n d  c o l l e a g u e s  ( 2 0 0 5 )  r e c o r d e d  a  s u p p r e s s i o n  i n  c i r c u l a t i n g  I L - 6  a n d  T N F - a  i n  
p i g s  f e d  a  C L A - s u p p l e m e n t e d  d i e t  b e f o r e  L P S  c h a l l e n g e .  
T h e  t h i r d  i n  v i v o  m o d e l  u s e d  t o  e x a m i n e  t h e  e f f e c t s  o f  a  C L A - s u p p l e m e n t e d  d i e t  
i n  t h i s  s t u d y  w a s  a  m u r i n e  m o d e l  o f  I B D .  I B D  i s  t h e  c o l l e c t i v e  t e r m  f o r  U C  a n d  
C D ,  a n d  a  d i s e a s e  t h a t  a f f e c t s  m i l l i o n s  o f  p e o p l e  w o r l d w i d e .  
I t  i s  c h a r a c t e r i s e d  
b y  a  c h r o n i c  u n c o n t r o l l e d  i n f l a m m a t i o n  o f  t h e  i n t e s t i n a l  m u c o s a  t h o u g h t  t o  b e  
d u e  t o  a n  a b n o r m a l  r e s p o n s e  t o  a n t i g e n s  o f  n o r m a l  i n t e s t i n a l  f l o r a  ( P a p a d a k i s  &  
T a r g a n ,  2 0 0 0 ) .  H i s t o l o g i c a l l y ,  m u c o s a l  a c c u m u l a t i o n  o f  l e u k o c y t e s  i s  a  
c h a r a c t e r i s t i c  f e a t u r e  o f  I B D ,  a n d  t h e  a c t i v a t i o n  o f  T  c e l l s  a n d  m a c r o p h a g e  h a s  
b e e n  r e g a r d e d  a s  a  c r u c i a l  f a c t o r  i n  i t s  p a t h o g e n e s i s  ( O g a w a  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  
S e v e r a l  a n i m a l  m o d e l s  h a v e  b e e n  d e v e l o p e d  t o  h e l p  r e s e a r c h  t h i s  i n f l a m m a t o r y  
d i s e a s e  a n d  a l t h o u g h  t h e y  h a v e  l i m i t a t i o n s ,  t h e y  r e s e m b l e  s o m e  i m p o r t a n t  
i m m u n o l o g i c a l  a n d  h i s t o p a t h o l o g i c a l  a s p e c t s  o f  I B D  i n  h u m a n s  ( E l s o n  e t  a l . ,  
2 0 0 5 ) .  O n e  s u c h  m o d e l ,  a n d  t h e  m o d e l  c o n s i d e r e d  i n  t h i s  s t u d y ,  i s  t h e  d e x t r a n  
s o d i u m  s u l p h a t e  ( D S S )  c h e m i c a l l y - i n d u c e d  m o d e l  o f  c o l i t i s .  F e e d i n g  D S S  
p o l y m e r s  i n  t h e  d r i n k i n g  w a t e r  o f  m i c e  c a u s e s  a  r e p r o d u c i b l e  a c u t e  c o l i t i s .  
S y m p t o m s  i n c l u d e  w e i g h t  l o s s ,  s h o r t e n i n g  o f  t h e  c o l o n ,  n e u t r o p h i l  i n f i l t r a t i o n  
a n d  e p i t h e l i a l  c h a n g e s  i n c l u d i n g  f i b r o s i s  a n d  u l c e r a t i o n .  T h e  i n i t i a l  a c u t e  p h a s e  
o f  i n f l a m m a t i o n  i s  f o l l o w e d  b y  a  s l o w  r e g e n e r a t i o n  o f  t h e  c o l o n i c  e p i t h e l i u m  a n d  
a  c o n c u r r e n t  c h r o n i c  i n f l a m m a t o r y  p r o c e s s  a s s o c i a t e d  w i t h  h i g h  m u c o s a l  l e v e l s  
o f  I F N - y  a n d  I L - 4  ( E l s o n  e t  a l . ,  2 0 0 5 ;  W i r t z  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  I t  i s  t h o u g h t  t h a t  D S S  
i s  d i r e c t l y  t o x i c  t o  g u t  e p i t h e l i a l  c e l l s  w h i c h  l e a d s  t o  a  d i s r u p t e d  e p i t h e l i a l  b a r r i e r  
t h e r e b y  i n c r e a s i n g  t h e  h o s t s  e x p o s u r e  t o  n o r m a l  i n t e s t i n a l  f l o r a  ( M e l g a r  e t  a l . ,  
2 0 0 5 ) .  
A  d i e t a r y  i n t e r v e n t i o n  s t u d y  u s i n g  a  C L A - s u p p l e m e n t e d  f e e d  w a s  u s e d  t o  a s s e s s  
t h e  p o t e n t i a l  b e n e f i t s  o f  P U F A  i n  t h e  d i e t  i n  a  p o r c i n e  D S S  c o l i t i s  m o d e l  a n d  
C L A  w a s  f o u n d  t o  h a v e  f a v o u r a b l e  p r o t e c t i v e  e f f e c t s  o n  i n t e s t i n a l  t i s s u e  d a m a g e  
( B a s s a g a n y a - R i e r a  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  I n  a n o t h e r  s t u d y ,  i n t e s t i n a l  i n f l a m m a t i o n  w a s  
i n d u c e d  i n  I L - 1 0  k n o c k o u t  m i c e  b y  i n o c u l a t i o n  w i t h  c o m p l e x  i n t e s t i n a l  
m i c r o f l o r a  ( C I F )  a n d f o r  c u l t u r e s  o f  E n t e r o c o c c u s  f a e c a l i s .  M i c e  f e d  a n  E P A -  
e n r i c h e d  d i e t  h a d  a n  a p p r o x i m a t e  4 0 %  r e d u c t i o n  i n  c o l o n i c  h i s t o p a t h o l o g y  
c o m p a r e d  t o  a n i m a l s  f e d  t h e  c o n t r o l  ( o l e i c  a c i d )  d i e t  ( R o y  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  
T h e r e f o r e ,  d a t a  s u g g e s t s  t h a t  i n c r e a s e d  P U F A  i n  t h e  d i e t  h a s  b e n e f i c i a l  e f f e c t s  i n  
m o d e l s  o f  I B D  a n d  s e p t i c  s h o c k .  G i v e n  t h e  f a c t  t h a t  t h e  t r e a t m e n t  o f  m a n y  
i n f l a m m a t o r y / a u t o i m m u n e  d i s e a s e s ,  i n c l u d i n g  I B D  a n d  R A ,  r e l y  o n  b r o a d -  
s p e c t r u m  a n t i - i n f l a m m a t o r y  d r u g s  s u c h  a s  s t e r o i d s ,  t h e r e  i s  a n  o b v i o u s  d e f i c i t  i n  
s p e c i f i c  i m m u n e - t a r g e t e d  a n d  l e s s  h a r m f u l  t r e a t m e n t s  f o r  t h e s e  i n c r e a s i n g l y  
p r e v a l e n t  d i s e a s e s .  P e r h a p s  a s  o u r  k n o w l e d g e  a n d  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  
i n f l a m m a t o r y  p r o c e s s  e x p a n d s  a n d  t h e  e x a c t  m e c h a n i s m  o f  a c t i o n  o f  P U F A  
b e c o m e s  c l e a r e r ,  n u t r i t i o n a l  i n t e r v e n t i o n  m a y  b e  a n  o p t i o n a l  a d d i t i v e  t h e r a p y  f o r  
t h e s e  d e b i l i t a t i n g  c o n d i t i o n s .  
6 . 2  R E S U L T S  
6 . 2 . 1  
A  C L A - S U P P L E M E N T E D  D I E T  A L T E R S  E X  V I V O  C Y T O K I N E  
P R O D U C T I O N  F R O M  B O N E  M A R R O W - D E R I V E D  D C  
A n i m a l s  4 - 6  w e e k s  o f  a g e  w e r e  f e d  e i t h e r  a  C L A - s u p p l e m e n t e d  d i e t  ( 1 %  ( w l w ) ) ,  
o r  a  c o n t r o l  d i e t  ( 1 %  ( w l w )  l i n o l e i c  a c i d )  f o r  5  w e e k s .  B o n e  m a r r o w - d e r i v e d  D C  
w e r e  c u l t u r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  2 . 3 . 2  ( t h e r e  w a s  n o  e x o g e n o u s  a d d i t i o n  o f  
f a t t y  a c i d s  d u r i n g  c u l t u r e ) .  C e l l s  w e r e  t h e n  s t i m u l a t e d  w i t h  1 0 0 n g I m l  L P S  f o r  2 4  
h o u r s .  S u b s e q u e n t  c y t o k i n e  a n a l y s i s  o f  s u p e r n a t a n t  r e v e a l e d  t h a t  d i e t a r y  C L A  
i n h i b i t s  L P S - i n d u c e d  p r o d u c t i o n  o f  I L - 1 2 p 7 0  ( p < 0 . 0 0 1 )  a n d  I L -  1 2 p 4 0  ( p < 0 . 0 1 ) ,  
w h i l s t  e n h a n c i n g  I L - 2 3 p 1 9  p r o d u c t i o n  ( p e 0 . 0 0 1 )  b y  D C  [ F i g u r e  6 . 1 1 .  T h e r e  
w a s  l i t t l e  c h a n g e  i n  T N F - a  p r o d u c t i o n  [ F i g u r e  6 . 2 A ] ,  w h i l s t  b o t h  I L - 1  ( p < 0 . 0 1 )  
a n d  I L - 6  ( n o t  s i g n i f i c a n t l y )  w e r e  u p r e g u l a t e d  i n  D C  i s o l a t e d  f r o m  C L A - f e d  
a n i m a l s  c o m p a r e d  t o  t h o s e  f e d  t h e  c o n t r o l  d i e t  [ F i g u r e  6 . 2 B - C ] .  A l l  t h e s e  
f i n d i n g s  a r e  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  i n  v i t r o  r e s u l t s  p r e s e n t e d  i n  c h a p t e r  3 .  
H o w e v e r ,  t h e r e  w a s  a  s u r p r i s i n g  d e c r e a s e  i n  I L - 1 0  s e c r e t i o n  [ F i g u r e  6 . 3 1  w h i c h  
c o n t r a d i c t s  r e s u l t s  o b t a i n e d  w h e n  D C  w e r e  c u l t u r e d  w i t h  P U F A  i n  v i t r o  
( d i s c u s s e d  i n  c h a p t e r  3 ) .  
T h e  t o p  p a n e l  o f  h i s t o g r a m s  i n  F i g u r e  6 . 4  s h o w s  t h e  L P S - i n d u c e d  u p r e g u l a t i o n  
o f  c e l l  s u r f a c e  m a r k e r s  i n  D C  f r o m  a n i m a l s  f e d  t h e  c o n t r o l  d i e t ,  c o n f i r m i n g  a  
n o r m a l  m a t u r a t i o n  p r o c e s s  i n  t h e s e  c e l l s ,  i . e .  t h e  u p r e g u l a t i o n  o f  C D 4 0 ,  C D 8 0 ,  
C D 8 6  a n d  M H C I I .  S i m i l a r  r e s u l t s  w e r e  s e e n  i n  D C  i s o l a t e d  f r o m  C L A - f e d  m i c e  
( d a t a  n o t  s h o w n ) .  R o w s  2  a n d  3  c o m p a r e  e x p r e s s i o n  p a t t e r n s  o f  c o - s t i m u l a t o r y  
m o l e c u l e s  o n  D C  f r o m  t h e  c o n t r o l  g r o u p  ( f i l l e d  h i s t o g r a m )  a n d  C L A - f e d  g r o u p  
( b l a c k  l i n e ) .  R o w  2  r e p r e s e n t s  u n s t i m u l a t e d  c e l l s ,  w h e r e  a  s l i g h t  d e c r e a s e  i n  
M H C I I  a n d  C C R 5  e x p r e s s i o n  c a n  b e  s e e n  i n  D C  i s o l a t e d  f r o m  a n i m a l s  f e d  a  
P U F A - s u p p l e m e n t e d  d i e t .  O n c e  c e l l s  a r e  s t i m u l a t e d  w i t h  L P S ,  t h e  p r e s e n c e  o f  
C L A  i n  t h e  d i e t  a p p e a r s  t o  s l i g h t l y  i n c r e a s e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  C D 4 0  a n d  I L - l O R ,  
w h i l s t  d e c r e a s i n g  M H C I I  a n d  C C R 5  ( r o w  3 ) .  T h e  r e m a i n i n g  m a r k e r s  r e m a i n  
l a r g e l y  u n c h a n g e d .  
6 . 2 . 2  F E E D I N G  A N I M A L S  A  C L A - S U P P L E M E N T E D  D I E T  A L T E R S  
E X  V I V O  C Y T O K I N E  P R O D U C T I O N  F R O M  C D 4 '  T  C E L L S  
F o l l o w i n g  d i e t a r y  s u p p l e m e n t a t i o n  f o r  5  w e e k s ,  C D 4 +  T  c e l l s  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  
t h e  s p l e e n s  o f  f e d  a n i m a l s  a n d  a c t i v a t e d  e x  v i v o  w i t h  a C D 3 I C D 2 8  f o r  3  d a y s .  
S u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  a n d  a s s e s s e d  f o r  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n .  F i g u r e  6 . 5  
s h o w s  t h a t  T  c e l l s  f r o m  a n i m a l s  f e d  a  C L A - i n c o r p o r a t e d  d i e t  p r o d u c e  
s i g n i f i c a n t l y  m o r e  I F N - y  ( p < 0 . 0 0 1 )  a n d  s l i g h t l y  l e s s  I L - 1 7  ( n o t  s i g n i f i c a n t )  
f o l l o w i n g  e x  v i v o  a c t i v a t i o n  c o m p a r e d  t o  a n i m a l s  f e d  a  c o n t r o l  d i e t .  T h e  a n t i -  
i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s  I L - 1 0  a n d  I L - 4  [ F i g u r e  6 . 6 1  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  
u p r e g u l a t e d  i n  s u p e r n a t a n t  f r o m  t h e  C L A - f e d  a n i m a l s  ( p < 0 . 0 0 1 ) ,  w h e r e a s  I L - 2  
p r o d u c t i o n  w a s  s l i g h t l y  i n c r e a s e d  ( p < 0 . 0 1 )  [ F i g u r e  6 . 7 A I .  P H I - t h y m i d i n e  
i n c o r p o r a t i o n  w a s  u s e d  t o  m e a s u r e  d i f f e r e n c e s  i n  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  F i g u r e  
6 . 7 B  s h o w s  t h a t  t h e r e  w a s  n o  d i f f e r e n c e  i n  t h e  a c t i v a t i o n - i n d u c e d  p r o l i f e r a t i o n  o f  
T  c e l l s  b e t w e e n  d i e t  g r o u p s .  
F l o w  c y t o m e t r y  d i d  n o t  r e v e a l  a n y  m a j o r  a l t e r a t i o n s  i n  T  c e l l  s u r f a c e  m a r k e r  
e x p r e s s i o n  w h e n  c o m p a r i n g  t h e  c o n t r o l  a n d  C L A  d i e t  [ F i g u r e  6 . 8 1 .  A c t i v a t i o n  
w i t h  a C D 3 l C D 2 8  r e s u l t e d  i n  a  m o d e s t  u p r e g u l a t i o n  o f  C D 2 8 ,  C T L A - 4  a n d  
C C R 5  a n d  m o s t  n o t a b l y ,  t h e  a c t i v a t i o n  m a r k e r  C D 2 5  o n  s p l e e n  c e l l s  ( t o p  p a n e l ) .  
T h e  p r e s e n c e  o f  C L A  i n  t h e  d i e t  d i d  n o t  m o d i f y  a n y  o f  t h e  s u r f a c e  m a r k e r s  
a n a l y s e d  o n  a c t i v a t e d  s p l e n i c  C D 4 +  T  c e l l s  w h e n  c o m p a r e d  t o  t h e  e x p r e s s i o n  
p r o f i l e s  o f  c e l l s  f r o m  c o n t r o l - f e d  a n i m a l s .  
6 . 2 . 3  C I R C U L A T I N G  I N F L A M M A T O R Y  C Y T O K I N E S  A R E  
R E D U C E D  F O L L O W I N G  C L A  D I E T A R Y  S U P P L E M E N A T I O N  
I N  A  M U R I N E  M O D E L  O F  S E P T I C  S H O C K  
A n i m a l s  w e r e  f e d  e i t h e r  a  c o n t r o l  o r  C L A - s u p p l e m e n t e d  d i e t  f o r  5  w e e k s  ( 1 0  
m i c e  p e r  d i e t  g r o u p ) .  5  m i c e  f r o m  e a c h  g r o u p  t h e n  r e c e i v e d  a n  i v  i n j e c t i o n  o f  
L P S  ( 3 p g )  i n t o  t h e i r  t a i l  v e i n .  B l o o d  w a s  c o l l e c t e d  6  h o u r s  a f t e r  e n d o t o x i n  
c h a l l e n g e  a n d  t h e  l e v e l s  o f  p r o - i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s  a s s a y e d  i n  t h e  p l a s m a  
u s i n g  s p e c i f i c  i m m u n o a s s a y s .  
A n i m a l s  f e d  a  C L A - s u p p l e m e n t e d  d i e t  p r i o r  t o  i n t r a v e n o u s  c h a l l e n g e  w i t h  L P S  
h a d  l e s s  c i r c u l a t i n g  I F N - y  a n d  I L - 1 2 p 4 0  t h a n  t h o s e  a n i m a l s  f e d  a  c o n t r o l  ( l i n o l e i c  
a c i d )  d i e t .  O u t w a r d l y ,  a n i m a l s  a p p e a r e d  l e s s  e n e r g e t i c ,  m o r e  h u n c h e d  a n d  t h e i r  
f u r  w a s  m o r e  b r i s t l e d  i n  t h e  c o n t r o l  d i e t - f e d  g r o u p  s u g g e s t i n g  t h e y  h a d  a  m o r e  
s e v e r e  r e a c t i o n  t o  t h e  c i r c u l a t i n g  e n d o t o x i n  t h a n  t h e  a n i m a l s  f e d  a  C L A -  
i n c o r p o r a t e d  d i e t .  T h i s  w a s  c o n f i r m e d  w i t h  c y t o k i n e  a n a l y s i s :  F i g u r e  6 . 9  s h o w s  
t h a t  a n i m a l s  f r o m  t h e  C L A - f e d  g r o u p  p r o d u c e d  s i g n i f i c a n t l y  l e s s  I F N - ) I  a n d  I L -  
1 2 p 4 0  ( p < 0 . 0 5 )  6  h o u r s - p o s t  L P S  i n j e c t i o n .  C i r c u l a t i n g  l e v e l s  o f  I L - 1 2 p 7 0  a n d  
I L - 1 P  w e r e  a l s o  s h o w n  t o  b e  r e d u c e d  i n  a n i m a l s  f e d  a  C L A - s u p p l e m e n t e d  d i e t  
b u t  t h i s  i n h i b i t i o n  d i d  n o t  r e a c h  s t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e  [ F i g u r e  6 . 1 0 1  
6 . 2 . 4  A  C L A - S U P P L E M E N T E D  D I E T  S I G N I F I C A N T L Y  P R O T E C T S  
A G A I N S T  T H E  D E V E L O P M E N T  O F  D S S - I N D U C E D  C O L I T I S  
2  g r o u p s  o f  C 5 7 B L l 6  m i c e  w e r e  f e d  a n  a - l i n o l e n i c  c o n t r o l  d i e t ,  w h i l e  1  g r o u p  
r e c e i v e d  a  d i e t  r i c h  i n  C L A  ( 6  a n i m a l s  p e r  g r o u p ) .  
W e i g h t s  a n d  f o o d  
c o n s u m p t i o n  w e r e  m o n i t o r e d  f o r  I  w e e k  p r i o r  t o  t h e  i n d u c t i o n  o f  c o l i t i s  a n d  w e r e  
f o u n d  t o  b e  d i s t i n c t l y  s i m i l a r  b e t w e e n  s e t s  o f  a n i m a l s .  O n  d a y  7 ,  D S S  ( 3 %  w l v )  
w a s  i n t r o d u c e d  t o  t h e  d r i n k i n g  w a t e r  o f  o n e  g r o u p  o f  a n i m a l s  o n  e a c h  d i e t  a n d  
a f t e r  5  d a y s  o f  D S S  n o r m a l  w a t e r  w a s  r e p l a c e d .  T h e  t h i r d  g r o u p  o f  m i c e  ( f e d  t h e  
c o n t r o l  d i e t )  h a d  n o r m a l  d r i n k i n g  w a t e r  f o r  t h e  d u r a t i o n  o f  t h e  e x p e r i m e n t  t o  
s e r v e  a s  a  c o n t r o l .  A l l  m i c e  w e r e  w e i g h e d  d a i l y  a n d  a s s e s s e d  f o r  o u t w a r d  s i g n s  
o f  c o l i t i s  ( r e c t a l  b l e e d i n g ,  l o o s e  s t o o l s  a n d  d i a r r h o e a )  a n d  a  s c o r i n g  s y s t e m  u s e d  
f o r  t h e  c o m p a r a t i v e  a s s e s s m e n t  o f  i n f l a m m a t i o n .  
R e s u l t s  c l e a r l y  s h o w  t h a t  f e e d i n g  a n i m a l s  a  C L A - s u p p l e m e n t e d  d i e t  c o n f e r s  
s o m e  p r o t e c t i o n  a g a i n s t  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  c h e m i c a l l y  i n d u c e d  c o l i t i s .  F i g u r e  
6 . 1 1 A  s h o w s  t h e  d a i l y  r e c o r d e d  w e i g h t s  o f  a n i m a l s  i n  t h e  3  t r e a t m e n t  g r o u p s .  
T h e  w e i g h t s  o f  c o n t r o l  f e d  a n i m a l s  t h a t  d i d  n o t  r e c e i v e  D S S  r e m a i n e d  s t a b l e  a n d  
e v e n  i n c r e a s e d  s l i g h t l y  d u r i n g  t h e  s t u d y .  B o t h  g r o u p s  o f  a n i m a l s  t h a t  w e r e  
c h a l l e n g e d  w i t h  D S S  ( o n  d a y  7 )  s t a r t e d  t o  l o s e  w e i g h t  a p p r o x i m a t e l y  2  d a y s  
l a t e r ,  a n d  s t e a d i l y  l o s t  w e i g h t  u n t i l  t h e  e x p e r i m e n t  w a s  t e r m i n a t e d  o n  d a y  1 3  ( 7  
d a y s - p o s t  D S S  c h a l l e n g e ) .  F i g u r e  6 . 1 1 B  s h o w s  t h e  p e r c e n t a g e  w e i g h t  l o s s  p e r  
d a y  f r o m  d a y s  9 - 1 3  o f  t h e  e x p e r i m e n t  w h e n  D S S - i n d u c e d  w e i g h t  l o s s  w a s  m o s t  
a p p a r e n t .  C o l i t i c  a n i m a l s  i n  t h e  C L A - f e d  g r o u p  c l e a r l y  l o s t  l e s s  w e i g h t  t h a n  
a n i m a l s  f e d  t h e  c o n t r o l  d i e t  o n  e a c h  o f  t h e s e  d a y s ,  h o w e v e r  d i f f e r e n c e s  o n l y  
r e a c h e d  s t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e  o n  d a y s  9  ( ~ ~ 0 . 0 5 )  a n d  1 3  ( p < 0 . 0 1 ) .  T h e  
p r o t e c t i v e  e f f e c t  o f  C L A  i s  a l s o  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  6 . 1 2 A  w h e r e  t h e  d i f f e r e n c e  
i n  t o t a l  p e r c e n t a g e  w e i g h t  l o s s  ( i n i t i a l  v s .  e n d  w e i g h t )  b e t w e e n  t h e  C L A  a n d  
c o n t r o l - f e d  a n i m a l s  w a s  f o u n d  t o  b e  v e r y  s i g n i f i c a n t  ( p < 0 . 0 0 1 ) .  I t  i s  i m p o r t a n t  t o  
n o t e  t h a t  a l l  a n i m a l s  i n  t h e  c o n t r o l - f e d  D S S  g r o u p  w e r e  d e a d  b y  d a y  1 3  o f  t h e  
c o l i t i s  s t u d y ,  w h i c h  e x p l a i n s  t h e  r a p i d  d e c l i n e  i n  w e i g h t  f r o m  d a y  1 2  t o  1 3  i n  t h a t  
g r o u p .  4  o f  t h e  a n i m a l s  i n  t h e  C L A - f e d  g r o u p  r e c e i v i n g  D S S  s u r v i v e d  a n d  w e r e  
s a c r i f i c e d  o n  d a y  1 3 .  T h i s  e q u a t e s  t o  a  6 6 . 7 %  s u r v i v a l  r a t e  i n  a n i m a l s  f e d  a  
C L A - s u p p l e m e n t e d  d i e t  c o m p a r e d  t o  0 %  s u r v i v o r s  i n  t h e  c o n t r o l  f e d  g r o u p .  A l l  
a n i m a l s  r e m a i n e d  h e a l t h y  i n  t h e  g r o u p  t h a t  d i d  n o t  r e c e i v e  D S S .  T h e  p e r c e n t a g e  
s u r v i v a l  o f  a n i m a l s  i n  t h e  3  e x p e r i m e n t a l  g r o u p s  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  6 . 1 2 B .  
A n i m a l s  w e r e  a s s i g n e d  a  d a i l y  s c o r e  o f  0 - 4  a s  a  m e a n s  o f  c o m p a r a t i v e l y  
a s s e s s i n g  i n f l a m m a t i o n  a n d  d i s e a s e  d e v e l o p m e n t .  S c o r e s  w e r e  a l l o c a t e d  b y  
d e t e r m i n i n g  i n f l a m m a t i o n - a s s o c i a t e d  b l e e d i n g  ( i . e .  b l o o d  i n  t h e  f a e c e s )  a n d  s t o o l  
c o n s i s t e n c y .  F i g u r e  6 . 1 3  s h o w s  t h a t  c l i n i c a l  s y m p t o m s  o f  c o l i t i s  a p p e a r e d  
e a r l i e r  i n  c o n t r o l  a n i m a l s  t h a n  i n  t h o s e  f e d  t h e  C L A - s u p p l e m e n t e d  d i e t .  B y  d a y  
1 3  a l l  a n i m a l s  i n  t h e  c o n t r o l  D S S - c h a l l e n g e d  g r o u p  w e r e  d e a d  a n d  w e r e  a s s i g n e d  
a  s c o r e  o f  4 ,  w h e r e a s  t h e  e n d  s c o r e  f o r  a n i m a l s  i n  t h e  C L A  g r o u p  o n l y  r e a c h e d  a  
s c o r e  o f  3 .  
T h e  w e i g h t s  a n d  l e n g t h s  o f  c o l o n s  f r o m  m i c e  i n  t h e  t h r e e  e x p e r i m e n t a l  g r o u p s  
w e r e  m e a s u r e d  a t  t h e  e n d  o f  t h e  s t u d y  [ F i g u r e  6 . 1 4 1 .  C o l o n  l e n g t h  w a s  
d e c r e a s e d  i n  a n i m a l s  w i t h  c o l i t i s  f r o m  b o t h  d i e t  g r o u p s ,  b u t  s h o r t e n i n g  w a s  
s l i g h t l y  l e s s  s i g n i f i c a n t  i n  t h e  C L A  g r o u p  ( p < 0 . 0 1 )  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l  f e d  
a n i m a l s  ( p < 0 . 0 0 1 ) .  U n e x p e c t e d l y  t h e r e  w a s  a  s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  i n  c o l o n  
w e i g h t  i n  t h e  c o l i t i c  m i c e .  T h e r e  w o u l d  n o r m a l l y  b e  a  d e c r e a s e  i n  c o l o n  l e n g t h  
c o n c u r r e n t  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  c o l o n  w e i g h t  f o l l o w i n g  D S S  c h a l l e n g e  d u e  t o  
o e d e m a  a n d  m u c o s a l  t h i c k e n i n g .  
( O g a w a  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  H o w e v e r ,  t h i s  w a s  n o t  
o b s e r v e d  h e r e .  
0  M E D I A  A L O N E  
=  + L P S  
F I G U R E  6 . 1  
F e e d i n g  a n i m a l s  a  C L A - i n c o r p o r a t e d  d i e t  a l t e r s  L P S - i n d u c e d  c y t o k i n e  r e l e a s e  
f r o m  b o n e  m a r r o w - d e r i v e d  D C .  
A n i m a l s  w e r e  f e d  e i t h e r  a  1 %  ( w l w )  C L A - i n c o r p o r a t e d  d i e t  o r  a  1 %  ( w l w )  
l i n o l e n i c  a c i d - s u p p l e m e n t e d  c o n t r o l  d i e t  f o r  5  w e e k s .  D C  w e r e  d i f f e r e n t i a t e d  ( e x  
v i v o )  f r o m  b o n e  m a r r o w  c e l l s  w i t h  G M C S F  f o r  7  d a y s ,  a n d  f o l l o w i n g  L P S -  
s t i m u l a t i o n  f o r  2 4  h o u r s ,  s u p e r n a t a n t s  w e r e  r e m o v e d  a n d  a s s e s s e d  f o r  l e v e l s  o f  
I L -  1 2 p 7 0  [ A ] ,  I L -  1 2 p 4 0  [ B ] ,  a n d  I L - 2 3 p 1 9  [ C ]  u s i n g  s p e c i f i c  i m m u n o a s s a y s .  
R e s u l t s  a r e  m e a n s  +  S E  o f  t r i p l i c a t e  a s s a y s  f r o m  f i v e  s e p a r a t e  m i c e .  
S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  u s i n g  a n  u n p a i r e d  t - t e s t  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  
d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  c o n t r o l  a n d  C L A  d i e t s  w e r e  s i g n i f i c a n t  ( * * * p < 0 . 0 0 1 ,  
* * p < O . O l )  
C O ~ O L  D I E T  C L A D I E T  
C O N T R O L  D I E T  C L A ~ I E T  
7 5 0  
Q  
C O N T R O L  D I E T  C L A  D I E T  
F I G U R E  6 . 2  
F e e d i n g  a n i m a l s  a  C L A - i n c o r p o r a t e d  d i e t  a l t e r s  L P S - i n d u c e d  I L l P  r e l e a s e  
f r o m  b o n e  m a r r o w - d e r i v e d  D C ,  b u t  h a s  n o  e f f e c t  o n  T N F - a  o r  I L 6  
p r o d u c t i o n .  
A n i m a l s  w e r e  f e d  e i t h e r  a  1 %  ( w l w )  C L A - i n c o r p o r a t e d  d i e t  o r  a  1 %  ( w l w )  
l i n o l e i c  a c i d - s u p p l e m e n t e d  c o n t r o l  d i e t  f o r  5  w e e k s .  D C  w e r e  d i f f e r e n t i a t e d  ( e x  
v i v o )  f r o m  b o n e  m a r r o w  c e l l s  w i t h  G M S C F  f o r  7  d a y s ,  a n d  f o l l o w i n g  L P S -  
s t i m u l a t i o n  f o r  2 4  h o u r s ,  s u p e r n a t a n t s  w e r e  r e m o v e d  a n d  a s s e s s e d  f o r  l e v e l s  o f  
T N F - a  [ A ] ,  I L - l P  [ B ]  a n d  I L - 6  [ C ]  u s i n g  s p e c i f i c  i m r n u n o a s s a y s .  
R e s u l t s  a r e  m e a n s  +  S E  o f  t r i p l i c a t e  a s s a y s  f r o m  f i v e  s e p a r a t e  m i c e .  
S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  u s i n g  a n  u n p a i r e d  t - t e s t  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  
d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  c o n t r o l  a n d  C L A  d i e t s  w e r e  s i g n i f i c a n t  ( * * p < 0 . 0 1 )  
C O N T R O L  D I E T  C L A  D I E T  
F I G U R E  6 . 3  
F e e d i n g  a n i m a l s  a  C L A - i n c o r p o r a t e d  d i e t  s u p p r e s s e s  t h e  L P S - i n d u c e d  r e l e a s e  
o f  Z L - l o  f r o m  b o n e  m a r r o w - d e r i v e d  D C .  
A n i m a l s  w e r e  f e d  e i t h e r  a  1 %  ( w l w )  C L A - i n c o r p o r a t e d  d i e t  o r  a  1 %  ( w l w )  
l i n o l e i c  a c i d - s u p p l e m e n t e d  c o n t r o l  d i e t  f o r  5  w e e k s .  D C  w e r e  d i f f e r e n t i a t e d  ( e x  
v i v o )  f r o m  b o n e  m a r r o w  c e l l s  w i t h  G M C S F  f o r  7  d a y s ,  a n d  f o l l o w i n g  L P S -  
s t i m u l a t i o n  f o r  2 4  h o u r s ,  s u p e r n a t a n t s  w e r e  r e m o v e d  a n d  a s s e s s e d  f o r  l e v e l s  o f  
I L - 1 0  u s i n g  s p e c i f i c  i r n r n u n o a s s a y s .  
R e s u l t s  a r e  m e a n s  +  S E  o f  t r i p l i c a t e  a s s a y s  f r o m  f i v e  s e p a r a t e  m i c e .  
S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  w a s  c a m e d  o u t  u s i n g  a n  u n p a i r e d  t - t e s t  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  
d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  c o n t r o l  a n d  C L A  d i e t s  w e r e  s i g n i f i c a n t  ( * * * p < 0 . 0 0 1 )  
C D 4 0  C D 8 0  C D 8 6  M H C I I  C C R S  I L - 1 O R  C D 4 8  
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F I G U R E  6 . 4  
F e e d i n g  a n i m a l s  a  C L A - i n c o r p o r a t e d  d i e t  d o e s  n o t  a f f e c t  t h e  e x p r e s s i o n  o f  
s u r f a c e  m a r k e r s  o n  b o n e  m a r r o w - d e r i v e d  D C .  
A n i m a l s  w e r e  f e d  a  c o n t r o l  d i e t  o r  C L A - i n c o r p o r a t e d  d i e t  f o r  5  w e e k s  b e f o r e  D C  
w e r e  d i f f e r e n t i a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  G M C S F  f o r  7  d a y s ,  t h e n  c u l t u r e d  f o r  a  
f u r t h e r  2 4  h o u r s  + I -  L P S  ( 1 0 0 n g I m l ) .  A f t e r  2 4  h o u r s  c e l l s  w e r e  w a s h e d  a n d  
s t a i n e d  w i t h  a n t i b o d i e s  s p e c i f i c  f o r  C D 4 0 ,  C D 8 0 ,  C D 8 6 ,  M H C I I ,  C C R 5 ,  I L - I O R  
a n d  C D 4 8 ,  o r  w i t h  i s o t y p e - m a t c h e d  c o n t r o l s .  S a m p l e s  w e r e  g a t e d  o n  C D l  l c '  
c e l l s  t o  e n s u r e  a  p u r e  p o p u l a t i o n  o f  D C  w e r e  e x a m i n e d  a n d  r e s u l t s  o f  
i m m u n o f l u o r e s c e n c e  a n a l y s i s  a r e  s h o w n .  
P r o f i l e s  a r e  s h o w n  f o r  a  s i n g l e  
e x p e r i m e n t  a n d  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  2  e x p e r i m e n t s  w i t h  5  a n i m a l s  p e r  d i e t  g r o u p  
I n  R O W  1 ,  u n s t i m u l a t e d  D C  f r o m  a n i m a l s  f e d  t h e  c o n t r o l  d i e t  ( f i l l e d  h i s t o g r a m )  
a r e  o v e r l a i d  w i t h  L P S - a c t i v a t e d  D C  f r o m  t h e  s a m e  a n i m a l s  t o  s h o w  n o r m a l  
u p r e g u l a t i o n  o f  m a t u r a t i o n  m a r k e r s  ( b l a c k  l i n e ) .  
R O W  2  c o m p a r e s  u n s t i m u l a t e d  c e l l s  f r o m  t h e  t w o  d i e t  g r o u p s  -  c o n t r o l - f e d  D C  
a r e  r e p r e s e n t e d  b y  t h e  f i l l e d  h i s t o g r a m ,  w i t h  D C  f r o m  t h e  C L A - f e d  a n i m a l s  
o v e r l a i d  w i t h  a  b l a c k  l i n e .  
R O W  3  s h o w s  L P S - s t i m u l a t e d  c e l l s  f r o m  t h e  c o n t r o l - f e d  g r o u p  ( f i l l e d  
h i s t o g r a m )  a n d  t h e  C L A - f e d  g r o u p  ( b l a c k  l i n e )  
0  M E D I A  A L O N E  
a C D 3 J C D 2 8  
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F e e d i n g  a n i m a l s  a  C U - i n c o r p o r a t e d  d i e t  a l t e r s  e x  v i v o  c y t o k i n e  r e l e a s e  f r o m  
s p l e n i c  C D &  T  c e l l s  s t i m u l a t e d  w i t h  a C D 3 / C D 2 8  
A n i m a l s  w e r e  f e d  e i t h e r  a  1 %  ( w / w )  C L A - i n c o r p o r a t e d  d i e t  o r  a  1 %  ( w / w )  
l i n o l e i c  a c i d - s u p p l e m e n t e d  c o n t r o l  d i e t  f o r  5  w e e k s .  C D 4 '  T  c e l l s  w e r e  i s o l a t e d  
f r o m  t h e  s p l e e n s  o f  f e d  a n i m a l s  a n d  a c t i v a t e d  e x  v i v o  w i t h  p l a t e  b o u n d  a C D 3  
( 5 p g / m l ) ,  s o l u b l e  C D 2 8  ( l O p g I m l ) ,  a n d  r e c o m b i n a n t  I L - 2  ( 1 0 U / m l )  f o r  3  d a y s  
b e f o r e  s u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  a n d  a s s e s s e d  f o r  l e v e l s  o f  I F N - ) I  [ A ] ,  a n d  I L - 1 7  
[ B ]  u s i n g  s p e c i f i c  i m m u n o a s s a y s .  
R e s u l t s  a r e  m e a n s  +  S E  o f  t r i p l i c a t e  a s s a y s  f r o m  f i v e  s e p a r a t e  m i c e .  
S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  u s i n g  a n  u n p a i r e d  t - t e s t  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  
d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  c o n t r o l  a n d  C L A  d i e t s  w e r e  s i g n i f i c a n t  ( * * * p < 0 . 0 0 1 )  
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F e e d i n g  a n i m a l s  a  C L A - i n c o r p o r a t e d  d i e t  a l t e r s  e x  v i v o  c y t o k i n e  r e l e a s e  f r o m  
s p l e n i c  C D 4 +  T  c e l l s  s t i m u l a t e d  w i t h  a C D 3 / C D 2 8  
A n i m a l s  w e r e  f e d  e i t h e r  a  1 %  ( w l w )  C L A - i n c o r p o r a t e d  d i e t  o r  a  1 %  ( w l w )  
l i n o l e i c  a c i d - s u p p l e m e n t e d  c o n t r o l  d i e t  f o r  5  w e e k s .  C D 4 '  T  c e l l s  w e r e  i s o l a t e d  
f r o m  t h e  s p l e e n s  o f  f e d  a n i m a l s  a n d  a c t i v a t e d  e x  v i v o  w i t h  p l a t e  b o u n d  a C D 3  
( 5 p g / m l ) ,  s o l u b l e  C D 2 8  ( l o p g l m l ) ,  a n d  r e c o m b i n a n t  I L - 2  ( 1 0 U I m l )  f o r  3  d a y s  
b e f o r e  s u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  a n d  a s s e s s e d  f o r  l e v e l s  o f  I L - 1 0  [ A ] ,  a n d  I L - 4  
[ B ]  u s i n g  s p e c i f i c  i m m u n o a s s a y s .  
R e s u l t s  a r e  m e a n s  &  S E  o f  t r i p l i c a t e  a s s a y s  f r o m  f i v e  s e p a r a t e  m i c e .  
S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  u s i n g  a n  u n p a i r e d  t - t e s t  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  
d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  c o n t r o l  a n d  C L A  d i e t s  w e r e  s i g n i f i c a n t  ( * * * p < 0 . 0 0 1 )  
0  M E  D  l A  A L O N E  
a C D 3 1 C D 2 8  
F I G U R E  6 . 7  
F e e d i n g  a n i m a l s  a  C L A - i n c o r p o r a t e d  d i e t  i n c r e a s e s  e x  v i v o  I L 2  p r o d u c t i o n  
f r o m  s p l e n i c  C D 4 '  T  c e l l s  b u t  d o e s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  a f f e c t  p r o l i f e r a t i o n  
A n i m a l s  w e r e  f e d  e i t h e r  a  1 %  ( w l w )  C L A - i n c o r p o r a t e d  d i e t  o r  a  1 %  ( w l w )  
l i n o l e i c  a c i d - s u p p l e m e n t e d  c o n t r o l  d i e t  f o r  5  w e e k s .  C D 4 +  T  c e l l s  w e r e  i s o l a t e d  
f r o m  t h e  s p l e e n s  o f  f e d  a n i m a l s  a n d  a c t i v a t e d  e x  v i v o  w i t h  p l a t e  b o u n d  a C D 3  
( S p g l m l ) ,  s o l u b l e  C D 2 8  ( 1  O p g / r n l ) ,  a n d  r e c o m b i n a n t  I L - 2  ( 1 0 U / m l )  f o r  3  d a y s  
b e f o r e  s u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  a n d  a s s e s s e d  f o r  l e v e l s  o f  I L - 2  u s i n g  s p e c i f i c  
i m m u n o a s s a y s .  
F o l l o w i n g  s u p e r n a t a n t  r e m o v a l  1  p C i I w e l l  o f  [ 3 ~ ] - t h y m i d i n e  w a s  a d d e d  t o  e a c h  
w e l l  i n  2 0 0 ~ 1  o f  m e d i a .  C e l l s  w e r e  c u l t u r e d  f o r  a n  a d d i t i o n a l  4  h o u r s ,  a f t e r  
w h i c h  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  a n d  p r o l i f e r a t i o n  a s s e s s e d  b y  [ 3 ~ ] - t h y m i d i n e  
i n c o r p o r a t i o n  o n  a  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r .  R e s u l t s  a r e  e x p r e s s e d  a s  m e a n  c o u n t s  
p e r  m i n u t e  ( c p m )  o f  [ 3 ~ ] - t h y m i d i n e  i n c o r p o r a t i o n  f o r  t r i p l i c a t e  c u l t u r e s  o f  
l y m p h o c y t e s .  R e s u l t s  i n  b o t h  g r a p h s  a r e  m e a n s  &  S E  o f  t r i p l i c a t e  a s s a y s  f r o m  
f i v e  s e p a r a t e  m i c e .  
S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  u s i n g  a n  u n p a i r e d  t - t e s t  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  
d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  c o n t r o l  a n d  C L A  d i e t s  w e r e  s i g n i f i c a n t  ( * * p < 0 . 0 1 )  
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F e e d i n g  a n i m a l s  a  C L A - i n c o r p o r a t e d  d i e t  d o e s  n o t  a f f e c t  t h e  e x p r e s s i o n  o f  
s u r f a c e  m a r k e r s  o n  s p l e n i c  C D 4 '  T  c e l l s .  
A n i m a l s  w e r e  f e d  t h e  c o n t r o l  o r  C L A - s u p p l e m e n t e d  d i e t  f o r  5  w e e k s  b e f o r e  
s p l e e n s  w e r e  r e m o v e d  a n d  p r o c e s s e d  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .  P u r i f i e d  C D 4 +  T  
c e l l s  w e r e  a c t i v a t e d  e x  v i v o  w i t h  a C D 3 / C D 2 8  f o r  7 2  h o u r s  b e f o r e  c e l l s  w e r e  
s t a i n e d  w i t h  a n t i b o d i e s  s p e c i f i c  f o r  C D 3 ,  C D 4 ,  C D 2 8 ,  C T L A - 4  a n d  C C R 5 .  
I m m u n o f l u o r e s c e n c e  a n a l y s i s  i s  s h o w n  f o r  c e l l s  g a t e d  o n  a  C D 3 + C D 4 +  
p o p u l a t i o n .  
R O W  1  d e p i c t s  u n s t i m u l a t e d  ( f i l l e d  h i s t o g r a m )  v s .  s t i m u l a t e d  c e l l s  ( b l a c k  l i n e )  
f r o m  t h e  c o n t r o l  f e d  a n i m a l s ,  t o  s h o w  u p r e g u l a t i o n  o f  s u r f a c e  m a r k e r s  f o l l o w i n g  
c e l l  a c t i v a t i o n .  
R O W  2  r e p r e s e n t s  s t i m u l a t e d  T  c e l l s  f r o m  a n i m a l s  f e d  t h e  c o n t r o l  d i e t  ( f i l l e d  
h i s t o g r a m )  a n d  t h e  C L A - d i e t  ( b l a c k  l i n e )  
P r o f i l e s  a r e  s h o w n  f o r  a  s i n g l e  e x p e r i m e n t  a n d  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  2  
e x p e r i m e n t s  w i t h  5  a n i m a l s  p e r  d i e t  g r o u p  
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+ 3 p g  L P S  
Q  
-  5 0 -  *  
C O N T R O L  D I E T  C L A - D I E T  
B  
C O N T R O L  D I E T  C L A  D I E T  
F I G U R E  6 . 9  
F e e d i n g  a n i m a l s  a  C L A - r i c h  d i e t  d e c r e a s e s  l e v e l s  o f  c i r c u l a t i n g  i n f l a m m a t o r y  
c y t o k i n e s  f o l l o w i n g  i n t r a v e n o u s  e n d o t o x i n  c h a l l e n g e  
A n i m a l s  w e r e  f e d  e i t h e r  t h e  c o n t r o l  o r  C L A - s u p p l e m e n t e d  d i e t  f o r  5  w e e k s .  H a l f  
t h e  a n i m a l s  f r o m  e a c h  g r o u p  ( 5  m i c e )  w e r e  t h e n  i n j e c t e d  i n t r a v e n o u s l y  w i t h  3 p g  
L P S .  B l o o d  w a s  c o l l e c t e d  6  h o u r s  l a t e r  a n d  a s s e s s e d  f o r  l e v e l s  o f  I F N - y  [ A ]  a n d  
I L -  1  2 ~ 4 0  [ B ] .  
R e s u l t s  a r e  m e a n s  +  S E  o f  d u p l i c a t e  a s s a y s  f r o m  f i v e  s e p a r a t e  m i c e .  
S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  u s i n g  a  M a n n  W h i t n e y  U - t e s t  t o  d e t e r m i n e  
w h e t h e r  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  c o n t r o l  a n d  C L A  d i e t s  w e r e  s i g n i f i c a n t  
( * p < 0 . 0 5 )  
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F e e d i n g  a n i m a l s  a  C L A - r i c h  d i e t  d e c r e a s e s  l e v e l s  o f  c i r c u l a t i n g  i n f l a m m a t o r y  
c y t o k i n e s  f o l l o w i n g  i n t r a v e n o u s  e n d o t o x i n  c h a l l e n g e  
A n i m a l s  w e r e  f e d  e i t h e r  t h e  c o n t r o l  o r  C L A - s u p p l e m e n t e d  d i e t  f o r  5  w e e k s .  H a l f  
t h e  a n i m a l s  f r o m  e a c h  g r o u p  ( 5  m i c e )  w e r e  t h e n  i n j e c t e d  i n t r a v e n o u s l y  w i t h  3 p . g  
L P S .  B l o o d  w a s  c o l l e c t e d  6  h o u r s  l a t e r  a n d  a s s e s s e d  f o r  c i r c u l a t i n g  l e v e l s  o f  I L -  
1 2 p 7 0  [ A ]  a n d  I L -  1  P  [ B ] .  
R e s u l t s  a r e  m e a n s  f  S E  o f  d u p l i c a t e  a s s a y s  f r o m  f i v e  s e p a r a t e  m i c e .  
S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  u s i n g  a  M a n n  W h i t n e y  U - t e s t  t o  d e t e r m i n e  
w h e t h e r  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  c o n t r o l  a n d  C L A  d i e t s  w e r e  s i g n i f i c a n t  
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T h e  w e i g h t  l o s s  a s s o c i a t e d  w i t h  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n  d u r i n g  D S S - i n d u c e d  c o l i t i s  
i s  p r e v e n t e d  b y  f e e d i n g  a n i m a l s  a  C L A - s u p p l e m e n t e d  d i e t  
A n i m a l s  w e r e  f e d  e i t h e r  a  c o n t r o l  d i e t  ( l i n o l e i c  a c i d )  o r  C L A - i n c o r p o r a t e d  d i e t  
f o r  5  w e e k s  p r i o r  t o  t h e  a d d i t i o n  o f  D S S  ( 3 %  w l v )  i n  t h e i r  d r i n k i n g  w a t e r .  A f t e r  
5  d a y s  o f  D S S ,  n o r m a l  d r i n k i n g  w a t e r  w a s  r e p l a c e d .  A n i m a l s  w e r e  w e i g h e d  
d a i l y  a n d  c h e c k e d  f o r  o u t w a r d  s i g n s  o f  c o l i t i s .  T h e  c o n t r o l  g r o u p  w e r e  f e d  t h e  
c o n t r o l  d i e t  a n d  p r o v i d e d  w i t h  n o r m a l  d r i n k i n g  w a t e r  f o r  t h e  d u r a t i o n  o f  t h e  
e x p e r i m e n t .  
W e i g h t s  a r e  s h o w n  &  S E  f o r  a n i m a l s  i n  e a c h  o f  t h e  3  t r e a t m e n t  g r o u p s  [ A ] .  T h e  
p e r c e n t a g e  w e i g h t  l o s s ,  c o m p a r i n g  i n i t i a l  w e i g h t  w i t h  w e i g h t  o n  d a y s  9 - 1 3  o f  t h e  
e x p e r i m e n t  w a s  c a l c u l a t e d  f o r  s u r v i v i n g  a n i m a l s  i n  e a c h  o f  t h e  t r e a t m e n t  g r o u p s  
[ B ] .  S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  u s i n g  a n  u n p a i r e d  t - t e s t  t o  d e t e r m i n e  
w h e t h e r  d i f f e r e n c e s  i n  w e i g h t  l o s s  b e t w e e n  t h e  c o n t r o l  a n d  C L A  d i e t s  w e r e  
s i g n i f i c a n t  i n  t h e  D S S  a n i m a l s  ( * * p < 0 . 0 1 ,  * p < 0 . 0 5 ) .  
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F e e d i n g  a n i m a l s  a  C L A - s u p p l e m e n t e d  d i e t  i n h i b i t s  t h e  w e i g h t  l o s s  a n d  
m o r t a l i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  D S S - i n d u c e d  c o l i t i s  
A n i m a l s  w e r e  f e d  e i t h e r  a  c o n t r o l  d i e t  ( l i n o l e i c  a c i d )  o r  C L A - i n c o r p o r a t e d  d i e t  
f o r  5  w e e k s  p r i o r  t o  t h e  a d d i t i o n  o f  D S S  ( 3 %  w l v )  i n  t h e i r  d r i n k i n g  w a t e r .  A f t e r  
5  d a y s  o f  D S S ,  n o r m a l  d r i n k i n g  w a t e r  w a s  r e p l a c e d .  A n i m a l s  w e r e  w e i g h e d  
d a i l y  a n d  c h e c k e d  f o r  o u t w a r d  s i g n s  o f  c o l i t i s .  T h e  c o n t r o l  g r o u p  w e r e  f e d  t h e  
c o n t r o l  d i e t  a n d  p r o v i d e d  w i t h  n o r m a l  d r i n k i n g  w a t e r  f o r  t h e  d u r a t i o n  o f  t h e  
e x p e r i m e n t .  
T h e  p e r c e n t a g e  w e i g h t  l o s s ,  c o m p a r i n g  i n i t i a l  w e i g h t  w i t h  w e i g h t  a t  t h e  
t e r m i n a t i o n  o f  t h e  e x p e r i m e n t  o n  d a y  1 3  w a s  c a l c u l a t e d  f o r  s u r v i v i n g  a n i m a l s  i n  
e a c h  o f  t h e  t r e a t m e n t  g r o u p s  [ A ] .  S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  u s i n g  a n  
u n p a i r e d  t - t e s t  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  d i f f e r e n c e s  i n  w e i g h t  l o s s  b e t w e e n  t h e  
c o n t r o l  a n d  C L A  d i e t s  w e r e  s i g n i f i c a n t  i n  t h e  D S S  a n i m a l s  ( * * * p < 0 . 0 0 1 ) .  A  
o n e - w a y  A N O V A  t e s t  s h o w e d  t h a t  b o t h  d i e t  g r o u p s  c h a l l e n g e d  w i t h  D S S  l o s t  a  
s i g n i f i c a n t  a m o u n t  o f  w e i g h t  c o m p a r e d  t o  t h e  n o n - D S S  g r o u p  ( p < 0 . 0 0 1 )  
T h e  p e r c e n t a g e  o f  a n i m a l s  s u r v i v i n g  i n  e a c h  t r e a t m e n t  g r o u p  u n t i l  d a y  1 3  o f  t h e  
e x p e r i m e n t  w a s  a l s o  c a l c u l a t e d  a n d  s h o w n  a s  %  s u r v i v a l  i n  g r a p h  [ B ] .  
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F e e d i n g  a n i m a l s  a  C U - s u p p l e m e n t e d  d i e t  d e l a y s  t h e  a p p e a r a n c e  o f  c l i n i c a l  
s y m p t o m s  a s s o c i a t e d  w i t h  d i s e a s e  d e v e l o p m e n t  i n  D S S - i n d u c e d  c o l i t i s  
M i c e  w e r e  f e d  e i t h e r  a  c o n t r o l  ( l i n o l e i c  a c i d )  o r  C L A - i n c o r p o r a t e d  d i e t  f o r  5  
w e e k s  p r i o r  t o  t h e  a d d i t i o n  o f  D S S  ( 3 %  w l v )  i n  t h e i r  d r i n k i n g  w a t e r .  A f t e r  5  
d a y s  o f  D S S ,  n o r m a l  d r i n k i n g  w a t e r  w a s  r e p l a c e d .  A  t h i r d  g r o u p  w e r e  f e d  t h e  
c o n t r o l  d i e t  a n d  d i d  n o t  r e c e i v e  D S S .  
A n i m a l s  w e r e  w e i g h e d  d a i l y  a n d  c h e c k e d  f o r  o u t w a r d  s i g n s  o f  c o l i t i s  u s i n g  t h e  
s c o r i n g  s y s t e m  d e t a i l e d  i n  t h e  m e t h o d  ( s e c t i o n  2 . 9 . 2 )  a n d  s h o w n  i n  T a b l e  2 . 5  
b e l o w .  I n f l a m m a t i o n - a s s o c i a t e d  b l e e d i n g  w a s  a s s e s s e d  b y  e x a m i n a t i o n  o f  b l o o d  
i n  t h e  s t o o l  a n d  s t o o l  c o n s i s t e n c y  j u d g e d  o n  a  d a i l y  b a s i s  t o  a s s i g n  a  s c o r e  o f  0 - 4  
f o r  t h e  t r e a t m e n t  g r o u p s .  
T A B L E  2 . 5  S c o r i n g  s y s t e m  f o r  t h e  c o m p a r a t i v e  a n a l y s i s  o f  i n t e s t i n a l  
b l e e d i n g  
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S o l i d ,  n o  b l o o d  
S e m i - s o l i d ,  b l o o d  t i n g e d  
S e m i - s o l i d  -  F l u i d ,  b l o o d  p r e s e n t  
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A  C L A - e n r i c h e d  d i e t  d o e s  n o t  a f S e c t  t h e  c o l o n  l e n g t h  o r  w e i g h t  o f  c o l i t i c  m i c e  
C 5 7 B U 6  m i c e  w e r e  f e d  a  c o n t r o l  o r  C L A - s u p p l e m e n t e d  d i e t  p r i o r  t o  t h e  a d d i t i o n  
o f  3 %  W / V  D S S  i n  t h e i r  d r i n k i n g  w a t e r  f o r  5  d a y s  t o  i n d u c e  c o l i t i s .  N o r m a l  
d r i n k i n g  w a t e r  w a s  r e p l a c e d  a f t e r  t h i s  p e r i o d  a n d  a n i m a l s  w e i g h e d  o n  a  d a i l y  
b a s i s  a n d  a s s e s s e d  f o r  s i g n s  o f  c o l i t i s .  O n c e  t h e  e x p e r i m e n t  w a s  t e r m i n a t e d  o n  
d a y  7 - p o s t  D S S  c h a l l e n g e ,  c o l o n s  w e r e  r e m o v e d ,  w e i g h e d  ( w e t  w e i g h t )  [ A ]  a n d  
t h e  l e n g t h  [ B ]  m e a s u r e d  t o  a s s e s s  a n y  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  d i e t  g r o u p s .  
R e s u l t s  r e p r e s e n t  m e a n s  +  S E  o f  6  m i c e  ( c o n t r o l  d i e t ) ,  3  m i c e  ( c o n t r o l 1 D S S  
g r o u p ) ,  a n d  4  m i c e  ( C L A I D S S  g r o u p ) .  S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  u s i n g  
a  o n e - w a y  A N O V A  t e s t  t o  a s c e r t a i n  w h e t h e r  d i f f e r e n c e s  i n  d a t a  w a s  s i g n i f i c a n t  
* * * p < 0 . 0 0 1 ,  *  * p < 0 . 0  1  f o r  c o n t r o l  v s .  D S S  c h a l l e n g e d  a n i m a l s  
6 . 3  D I S C U S S I O N  
I n  p r e v i o u s  c h a p t e r s  w e  f o c u s e d  o n  t h e  i m m u n o m o d u l a t o r y  a c t i o n s  o f  P U F A  i n  
v i t r o  a n d  g e n e r a t e d  s o m e  v e r y  i n t e r e s t i n g  a n d  n o v e l  r e s u l t s .  I n  t h i s  f i n a l  c h a p t e r ,  
a s  p r o o f  o f  p r i n c i p l e ,  w e  e m p l o y e d  a  C L A - i n c o r p o r a t e d  d i e t  t o  a s s e s s  w h e t h e r  
t h e  a n t i - i n f l a m m a t o r y  a c t i o n s  o f  C L A  c o u l d  b e  m i r r o r e d  i n  v i v o .  I n  t h e  
e n d o t o x i n - s h o c k  a s s a y ,  t w o  o f  t h e  s y s t e m i c  i n f l a m m a t o r y  a n d  p a t h o g e n i c  
m a r k e r s  k n o w n  t o  b e  u p r e g u l a t e d  b y  i n j e c t i n g  L P S  w e r e  i n h i b i t e d  b y  d i e t a r y  
C L A :  A n i m a l s  f e d  t h e  C L A - i n c o r p o r a t e d  d i e t  h a d  s i g n i f i c a n t l y  l e s s  c i r c u l a t i n g  
l e v e l s  o f  I L - 1 2 p 4 0  a n d  I F N - y  c o m p a r e d  t o  m i c e  f e d  t h e  c o n t r o l  ( l i n o l e i c  a c i d )  
d i e t .  L e v e l s  o f  I L - 1 2 p 7 0  a n d  I L - 1 P  w e r e  a l s o  r e d u c e d  b u t  d i f f e r e n c e s  w e r e  n o t  
f o u n d  t o  b e  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t .  
A n  a n i m a l  m o d e l  o f  I B D  w a s  u s e d  a s  t h e  s e c o n d  i n f l a m m a t o r y  s i t u a t i o n  t o  
a d d r e s s  t h e  p o t e n t i a l  i n  v i v o  i m m u n o m o d u l a t o r y  a c t i o n s  o f  C L A .  A n i m a l s  f e d  
t h e  C L A - i n c o r p o r a t e d  d i e t  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  p r o t e c t e d  f r o m  D S S - i n d u c e d  
p a t h o l o g y  ( a s s e s s e d  b y  w e i g h t  l o s s  a n d  i n f l a m m a t i o n  s c o r e s )  a n d  m o r t a l i t y  
c o m p a r e d  t o  t h o s e  f e d  t h e  c o n t r o l  d i e t .  R e s u l t s  f r o m  b o t h  t h e  L P S - s h o c k  a n d  
ZBD m o d e l s  p r o v i d e  e v i d e n c e  t h a t  t h e  a n t i - i n f l a m m a t o r y  e f f e c t s  o f  C L A  w e  
r e c o r d e d  i n  v i t r o  a r e  r e f l e c t e d  i n  t w o  r e a d - o u t s  o f  i n f l a m m a t i o n  i n  v i v o .  
T o  e s t a b l i s h  w h e t h e r  t h e  P U F A - i n d u c e d  c h a n g e s  i n  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  a n d  
s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  w e  s a w  i n  v i t r o  w e r e  p a r a l l e l e d  i n  v i v o ,  w e  e x a m i n e d  
t h e  s a m e  p a r a m e t e r s  i n  b o n e  m a r r o w - d e r i v e d  D C  a n d  s p l e n i c  C D 4 '  T  c e l l s  
i s o l a t e d  f r o m  f e d  a n i m a l s  a n d  a c t i v a t e d  t h e m  e x  v i v o  ( w i t h  e i t h e r  L P S  ( D C )  o r  
a C D 3 I a C D 2 8  ( C D 4 +  T  c e l l s ) ) .  T h e  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  p r o f i l e s  o f  L P S -  
s t i m u l a t e d  D C  i s o l a t e d  f r o m  C L A - f e d  a n i m a l s  c o r r o b o r a t e  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  
r e s u l t s  w e  r e c o r d e d  i n  v i t r o ;  i . e .  s u p p r e s s i o n  o f  I L - 1 2 p 4 0  a n d  I L - 1 2 ~ 7 0 ,  
i n c r e a s e d  s e c r e t i o n  o f  I L - 1 P  a n d  I L - 2 3 p 1 9 ,  a n d  n o  c h a n g e  i n  I L - 6  o r  T N F - a .  
H o w e v e r ,  t h e r e  w a s  a  m u c h - u n a n t i c i p a t e d  d e c r e a s e  i n  I L - 1 0  p r o d u c t i o n  f r o m  
t h e s e  c e l l s .  R e s u l t s  o f  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  f r o m  f e d  T  c e l l s  w e r e  a l s o  s u r p r i s i n g .  
W e  r e c o r d e d  a n  i n c r e a s e  i n  I F N - y  p r o d u c t i o n  a n d  T L - 2 .  H o w e v e r  w e  f o u n d  a  
l o w e r  p r o d u c t i o n  o f  I L - 1 7  a n d  r a i s e d  l e v e l s  o f  I L - 1 0  a n d  I L - 4  i n  T  c e l l s  f r o m  
C L A - f e d  a n i m a l s .  T h i s  s t i l l  p r e s e n t s  a n  a n t i - i n f l a m m a t o r y  p r o f i l e  o w i n g  t o  t h e  
i n c r e a s e d  p r e s e n c e  o f  a n t i - i n f l a m m a t o r y / r e g u l a t o r y  c y t o k i n e s  r a t h e r  t h a n  a  
s u p p r e s s i o n  o f  p r o - i n f l a m m a t o r y  o n e s  a s  w e  s a w  i n  v i t r o .  A  s t u d y  b y  Y a n g  a n d  
C o o k  ( 2 0 0 3 )  f o u n d  t h a t  C L A  d e c r e a s e d  T N F - a  p r o d u c t i o n  f r o m  R A W  
m a c r o p h a g e  i n  v i t r o .  T h e y  t h e n  c o n d u c t e d  a  d i e t a r y  s t u d y  w h e r e  a n i m a l s  w e r e  
f e d  a  C L A - s u p p l e m e n t e d  d i e t  f o r  6  w e e k s .  T h e  P U F A  i n c o r p o r a t e d  d i e t  h a d  n o  
e f f e c t  o n  T N F - a  p r o d u c t i o n  i n  v i v o  a n d  s p l e n o c y t e s  i s o l a t e d  f r o m  t h e s e  a n i m a l s  
a c t u a l l y  p r o d u c e d  h i g h e r  a m o u n t s  o f  I L - 2  c o m p a r e d  t o  c o n t r o l - f e d  a n i m a l s  w h i c h  
c o r r o b o r a t e  o u r  f i n d i n g s ,  a n d  s h o w  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  r e s u l t s  
o b t a i n e d  i n  v i t r o  a n d  i n  v i v o .  
O n e  e x p l a n a t i o n  f o r  o u r  a n o m a l o u s  r e s u l t s  c o u l d  b e  t h e  f a c t  t h a t  T  c e l l s  i s o l a t e d  
f r o m  f e d  a n i m a l s  w e r e  a c t i v a t e d  w i t h  a C D 3  a n d  a C D 2 8  ( r e c e p t o r - m e d i a t e d  
a c t i v a t i o n )  r a t h e r  t h a n  i t  b e i n g  a n t i g e n - s p e c i f i c  a c t i v a t i o n  a s  i n  t h e  c o - c u l t u r e  
e x p e r i m e n t .  W e  s h o w e d  i n  c h a p t e r  4  t h a t  P U F A  d o w n - r e g u l a t e  k e y  c o -  
s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e s  o n  D C  w h i c h  m a y  b e  a  m a j o r  c o n t r i b u t i n g  f a c t o r  
a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  a b i l i t y  o f  P U F A  t o  a l t e r  a d a p t i v e  i m m u n e  r e s p o n s e s .  T h i s  
w a s  s i g n i f i e d  i n  t h e  c o - c u l t u r e  e x p e r i m e n t s  w h e r e  D C  w e r e  i r r a d i a t e d  a n d  
r e n d e r e d  l e s s  a b l e  t o  s e c r e t e  p r o t e i n ,  b u t  s t i l l  s i g n i f i c a n t l y  d o w n - r e g u l a t e d  
c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  f r o m  T  c e l l s ,  t h u s  i m p l i c a t i n g  t h e  o b s e r v e d  c h a n g e s  i n  D C  
s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  a s  t h e  d r i v i n g  f o r c e  b e h i n d  t h e  r e c o r d e d  a l t e r a t i o n s  i n  
T  c e l l  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n .  H e r e ,  t h e  a b u n d a n c e  o f  C D 2 8  l i g a t i o n  w h e n  T  c e l l s  
w e r e  s t i m u l a t e d  e x  v i v o  w o u l d  n o t  m i m i c  a  t r u e  i n  v i v o  e n v i r o n m e n t  i n  a  d i e t a r y  
i n t e r v e n t i o n  s t u d y  b e c a u s e ,  i f  o u r  i n  v i t r o  d a t a  i s  c o r r e c t ,  P U F A  i n d u c e  a  d o w n -  
r e g u l a t i o n  o f  C D 8 0  a n d  C D 8 6 ,  b o t h  o f  w h i c h  l i g a t e  C D 2 8  a n d  a r e  i n v o l v e d  i n  T  
c e l l  a c t i v a t i o n  ( M a n z o t t i  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  A  l a c k  o f  C D 8 0  a n d  C D 8 6  w o u l d  
d e c r e a s e  T  c e l l  a c t i v a t i o n  a s  a  l a c k  o f  c o - s t i m u l a t i o n  h a s  b e e n  s h o w n  t o  i n d u c e  T  
c e l l  a n e r g y  ( B a c c h e t t a  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  T h e r e  w a s  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  t h e  
c o s t i m u l a t o r y  m a r k e r  e x p r e s s i o n  o f  D C  i s o l a t e d  f r o m  f e d  a n i m a l s .  I t  i s  d i f f i c u l t  
t o  e v a l u a t e  d a t a  f r o m  f e d  D C ,  a s  t h e s e  b o n e  m a r r o w - d e r i v e d  c e l l s  w e r e  n o t  
d i r e c t l y  e x p o s e d  t o  P U F A ,  a s  t h e  c e l l s  w e r e  i n  v i t r o  a n d  i n  t h e  c o - c u l t u r e  
e x p e r i m e n t s .  I n  a  f e e d i n g  s t u d y ,  t h e  c e l l s  d i r e c t l y  e x p o s e d  t o  d i e t a r y  P U F A  
w o u l d  i n c l u d e  t h o s e  i n  t h e  g a s t r o i n t e s t i n a l  t r a c t .  T h e r e f o r e ,  e x a m i n i n g  
a l t e r a t i o n s  i n  l a m i n a  p r o p r i a  d e n d r i t i c  c e l l s  i s o l a t e d  f r o m  f e d  a n i m a l s  w o u l d  
p r o v i d e  a  t r u e r  p i c t u r e  o f  t h e  e f f e c t s  o f  a  P U F A - i n c o r p o r a t e d  d i e t .  
G i v e n  t h a t  t h e  d e n d r i t i c  c e l l s  u s e d  i n  t h e  c o - c u l t u r e  m o d e l  w e r e  i r r a d i a t e d  a n d  w e  
t h o u g h t  t h a t  t h e i r  a c t i o n s  o n  T  c e l l  r e s p o n s e s  w e r e  a t t r i b u t a b l e  t o  a l t e r e d  c o -  
s t i m u l a t o r y  m a r k e r  e x p r e s s i o n ,  w e  e x a m i n e d  t h e  c o r r e s p o n d i n g  c o - s t i m u l a t o r y  
a n d / o r  i n h i b i t o r y  m o l e c u l e s  o n  f e d  T  c e l l s  ( C D 2 8 ,  C T L A - 4 ,  C C R 5  a n d  C D 2 5 ) .  
E n g a g e m e n t  o f  C D 2 8  w i t h  B 7  l i g a n d s  d e l i v e r s  a  p o s i t i v e  s i g n a l ,  r e s u l t i n g  i n  T  
c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n .  C o n v e r s e l y ,  C T L A - 4  ( C D 1 5 2 ) ,  a  
h o m o l o g u e  o f  C D 2 8 ,  i s  u p r e g u l a t e d  o n  t h e  s u r f a c e  o f  a c t i v a t e d  T  c e l l s  a n d  
c o m p e t e s  w i t h  C D 2 8  t o  b i n d  C D 8 0  a n d  C D 8 6 .  B i n d i n g  a t t e n u a t e s  T  c e l l  
r e s p o n s e s  b y  d o w n - r e g u l a t i n g  T  c e l l  a c t i v a t i o n ,  f a c i l i t a t i n g  a p o p t o s i s  a n d  
s u p p r e s s i n g  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  ( C o l l i n s  e t  a l . ,  2 0 0 5 ;  M a n z o t t i  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  
F u r t h e r m o r e ,  b l o c k a d e  o f  C T L A - 4  s i g n a l l i n g  u s i n g  n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d i e s  w a s  
f o u n d  t o  p r o m o t e  t h e  e x p a n s i o n  o f  a n t i g e n - s p e c i f i c  T  c e l l s  a n d  t o  e n h a n c e  I L - 2  
a n d  I F N - ) I  ( L i u  e t  a l . ,  2 0 0 1 b ) .  C C R 5  i s  a  c h e m o k i n e  r e c e p t o r  p r e f e r e n t i a l l y  
e x p r e s s e d  o n  T h l  c e l l s  a n d  f u n c t i o n s  t o  d i r e c t  c e l l s  t o  s i t e s  o f  i n f l a m m a t i o n  
( O p p e r m a n n ,  2 0 0 4 ) .  F i n a l l y ,  C D 2 5  i s  u s e d  a s  a  T  c e l l  a c t i v a t i o n  m a r k e r  ( R u t e l l a  
&  L e m o l i ,  2 0 0 4 ) .  W e  d i d  n o t  f i n d  a n y  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  c e l l  s u r f a c e  
m a r k e r s  a n a l y s e d  o n  C D 4 +  T  c e l l s  i s o l a t e d  f r o m  t h e  s p l e e n s  o f  a n i m a l s  f e d  t h e  
C L A - d i e t  c o m p a r e d  t o  t h o s e  o n  t h e  c o n t r o l  d i e t .  T h e r e  w a s  n o  c h a n g e  i n  C D 2 5  
e x p r e s s i o n  a n d  t h e r e f o r e  T  c e l l  a c t i v a t i o n .  C y t o k i n e  a n a l y s i s  r e v e a l e d  n o  c h a n g e  
i n  I L - 2  p r o d u c t i o n ,  a n d  t h e r e  w a s  a  s l i g h t  i n c r e a s e  i n  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  ( a s s a y e d  
b y  t h y m i d i n e  i n c o r p o r a t i o n ) ,  a l l  o f  w h i c h  s u g g e s t  t h a t  C L A  d o e s  n o t  i m p e d e  T  
c e l l  a c t i v a t i o n  o r  p r o l i f e r a t i o n  b u t  r a t h e r  a l t e r s  t h e i r  p h e n o t y p e ,  p r o b a b l y  t h r o u g h  
c h a n g e s  i n  A P C  a n t i g e n  p r e s e n t a t i o n .  A g a i n ,  p e r h a p s  a  t r u e r  p i c t u r e  o f  t h e  
i m m u n o m o d u l a t o r y  e f f e c t s  o f  a  P U F A - r i c h  d i e t  o n  T  c e l l s  w o u l d  b e  g a i n e d  b y  
i s o l a t i n g  T  c e l l s  f r o m  t h e  m e s e n t e r i c  l y m p h  n o d e s  o f  f e d  a n i m a l s .  A  n u m b e r  o f  
d i e t a r y  i n t e r v e n t i o n  s t u d i e s  h a v e  r e p o r t e d  P U F A - i n d u c e d  a l t e r a t i o n s  i n  T  c e l l s :  
E P A  a n d  D H A  u p r e g u l a t e d  e a r l y  C T L A - 4  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  i n  m u r i n e  C D 4 +  T  
c e l l s  ( L y  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  A n d  E P A  w a s  s h o w n  t o  s u p p r e s s  C D 2 5  e x p r e s s i o n  2 4  
h o u r s  a f t e r  s t i m u l a t i o n  w i t h  P M A  i n  h u m a n  b l o o d  p e r i p h e r a l  m o n o n u c l e a r  c e l l s  
( P B M C )  ( T e r a d a  e t  a l . ,  2 0 0 1 )  a n d  h u m a n  J u r k a t  T  c e l l s  ( Z e y d a  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  
A n o t h e r  s t u d y  b y  Z h a n g  a n d  c o l l e a g u e s  ( 2 0 0 6 a )  f o u n d  t h a t  c e l l s  i s o l a t e d  f r o m  
t h e  s p l e e n  a n d  l y m p h  n o d e s  o f  a n i m a l s  f e d  a  f i s h  o i l  d i e t  f o r  2  w e e k s  d i d  n o t  
d i f f e r  i n  t h e i r  s u r f a c e  e x p r e s s i o n  o f  C D 2 5 .  T h e r e  w a s  h o w e v e r ,  a  m a r k e d  
d i f f e r e n c e  i n  c e l l  n u m b e r s  b e t w e e n  d i e t  g r o u p s  a n d  i t  w a s  h y p o t h e s i s e d  t h a t  f i s h  
o i l  s u p p r e s s e d  t h e  c l o n a l  e x p a n s i o n  o f  d i f f e r e n t i a t e d  T  c e l l s .  T h i s  r e l a t e s  t o  m o s t  
o f  t h e  r e s e a r c h  i n  t o  t h e  e x  v i v o  o r  i n  v i t r o  e f f e c t s  o f  P U F A  o n  T  c e l l s  w h i c h  h a s  
b e e n  m o r e  c o n c e r n e d  w i t h  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  r a t h e r  t h a n  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n .  F o r  
e x a m p l e ,  E P A  s u p p r e s s e d  h u m a n  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  ( T e r a d a  e t  a l . ,  2 0 0 1 )  a n d  i n  
a  s t u d y  b y  T r i c o n  a n d  c o - w o r k e r s  ( 2 0 0 4 ) ,  C L A  w a s  f o u n d  t o  d e c r e a s e  m i t o g e n -  
i n d u c e d  c e l l  a c t i v a t i o n  i n  a  d o s e - d e p e n d e n t  m a n n e r  i n  h u m a n  T  l y m p h o c y t e s  
m e a s u r e d  b y  t h e  e x p r e s s i o n  o f  C D 6 9 ,  a  T  c e l l  a c t i v a t i o n  m a r k e r .  R e s u l t s  h e r e  
c o n t r a d i c t  o u r  f i n d i n g s ,  w h e r e  w e  s a w  n o  o b v i o u s  c h a n g e s  i n  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n ,  
I L - 2  p r o d u c t i o n  o r  c e l l u l a r  a c t i v a t i o n .  I t  i s  d i f f i c u l t  t o  d r a w  c o m p a r i s o n s  
b e t w e e n  o u r  c o - c u l t u r e  d a t a  a n d  e x  v i v o  s t i m u l a t e d  c e l l s  f r o m  f e d  a n i m a l s ,  j u s t  a s  
i t  i s  d i f f i c u l t  t o  d i r e c t l y  c o m p a r e  o u r  d a t a  w i t h  p u b l i s h e d  d i e t a r y  s t u d i e s  w h e r e  
c e l l s  a r e  a c t i v a t e d  d i f f e r e n t l y ,  b e c a u s e  d i f f e r e n t  m o d e s  o f  a c t i v a t i o n  h a v e  b e e n  
s h o w n  t o  a l t e r  t h e  o u t c o m e  o f  a  r e s p o n s e .  F o r  e x a m p l e ,  L y  a n d  a s s o c i a t e s  ( 2 0 0 6 )  
r e p o r t e d  t h a t  T  c e l l s  f r o m  m i c e  f e d  a n  n - 3  P U F A  d i e t  p r o d u c e d  l e s s  I L - 2  b u t  o n l y  
w h e n  a c t i v a t e d  b y  a C D 3 l C D 2 8  a n d  n o t  w i t h  a C D 3 I P M A .  A c t i v a t i n g  T  c e l l s  
w i t h  r e c o m b i n a n t  C D 3 / C D 2 8 ,  w h i c h  i s  c o n s i d e r e d  r e c e p t o r - m e d i a t e d ,  i s  s t i l l  a  
c r u d e  m e t h o d  o f  s t i m u l a t i n g  T  c e l l s  c o m p a r e d  t o  a  t r u e  i n  v i v o  s i t u a t i o n .  T h e  
e f f e c t s  w e  h a v e  s h o w n  P U F A  t o  h a v e  o n  D C ,  a n d  t h e n  t h e  s u b s e q u e n t  e f f e c t s  
t h e s e  P U F A - m o d u l a t e d  D C  h a v e  o n  T  c e l l  r e s p o n s e s ,  s u g g e s t  t h a t  f a t t y  a c i d s  
m a y  a l t e r  t h e  a b i l i t y  o f  A P C  t o  p r e s e n t  a n t i g e n  a n d  c o - s t i m u l a t e  T  c e l l s  r a t h e r  
t h a n  h a v e  a  d i r e c t  e f f e c t  o n  t h e  T  c e l l s  t h e m s e l v e s .  
D C  f r o m  f e d  a n i m a l s  p r o d u c e d  l e s s  I L - 1 2  b u t  i n c r e a s e d  a m o u n t s  o f  I L - 2 3 ,  a n d  
t h e s e  t w o  c y t o k i n e s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  c r o s s - r e g u l a t e  e a c h  o t h e r  ( B e c k e r  e t  a l . ,  
2 0 0 6 ) .  F u r t h e n n o r e ,  T  c e l l s  f r o m  f e d  a n i m a l s  p r o d u c e d  i n c r e a s e d  a m o u n t s  o f  
I F N - y  b u t  r e d u c e d  I L - 1 7 ,  a n d  I F N - y  i s  k n o w n  t o  i n h i b i t  I L - 1 7  p r o d u c t i o n  ( K i k l y  
e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  I n d e e d ,  d i s e a s e  e x a c e r b a t i o n  i n  t h e  a b s e n c e  o f  I F N - y  i s  o f t e n  
a s s o c i a t e d  w i t h  a n  u n c o n t r o l l e d  T h 1 7  r e s p o n s e  ( L o h r  e t  a l . ,  2 0 0 6 ;  I n n l e r  e t  a l . ,  
2 0 0 7 ) .  
A l t e r a t i o n s  i n  I L - 1 7  p r o d u c t i o n  f o l l o w i n g  C L A  t r e a t m e n t  a r e  a l m o s t  c e r t a i n l y  n o t  
d u e  t o  c h a n g e s  i n  t h e  c y t o k i n e s  t h a t  d r i v e  T h 1 7  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n .  T h e r e  w a s  
a n  i n c r e a s e  i n  I L - 2 3 ~ 1 9 ,  I L - 1 ,  a n d  I L - 6  p r o d u c t i o n  f r o m  f e d  D C ,  a l l  o f  w h i c h  a r e  
i n v o l v e d  i n  d i r e c t i n g  a  T h 1 7  r e s p o n s e  ( H a r r i n g t o n  e t  a l . ,  2 0 0 6 ;  S u t t o n  e t  a l . ,  
2 0 0 6 ;  M c G e a c h y  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) ,  b u t  I L - 1 7  p r o d u c t i o n  w a s  s u p p r e s s e d  i n  T  c e l l s  
f r o m  f e d  a n i m a l s ,  a n d  I L - 1 7  w a s  a l s o  d e c r e a s e d  i n  t h e  c o - c u l t u r e  a n d  a d o p t i v e  
t r a n s f e r  a s s a y s .  I n  t h i s  w a y ,  p e r h a p s  C L A  i n h i b i t s  I F N - y  b y  s u p p r e s s i n g  I L - 1 2  
p r o d u c t i o n  f r o m  D C ,  w h i l s t  c o n t r o l l i n g  I L - 1 7  p r o d u c t i o n  f r o m  T  c e l l s  b u t  h a v i n g  
n o  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o n  t h e  c y t o k i n e s  t h a t  d i r e c t  T h 1 7  d i f f e r e n t i a t i o n  ( i . e .  I L - 1 ,  
I L - 6  a n d  I L - 2 3 ) .  T h e s e  d i s p a r a t e  a c t i o n s  o n  d i f f e r e n t  c e l l  t y p e s  t i e s  i n  w i t h  
p r e v i o u s  f i n d i n g s  i n  o u r  l a b ,  w h e r e  w e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  P U F A  a r e  a b l e  t o  
i n h i b i t  T N F - a  p r o d u c t i o n  i n  5 7 7 4  m a c r o p h a g e ,  b u t  h a v e  l i t t l e  e f f e c t  o n  T N F - a  
p r o d u c t i o n  i n  D C .  O t h e r s  h a v e  a l s o  f o u n d  P U F A  t o  h a v e  d i f f e r e n t  e f f e c t s  o n  
d i f f e r e n t  c e l l  t y p e s :  P e t u r s d o t t i r  a n d  H a r d a r d o t t i r  ( 2 0 0 7 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  
d i e t a r y  f i s h  o i l  d e c r e a s e d  T N F - a  a n d  I L - 1 0  p r o d u c t i o n  b y  s p l e n i c  T  c e l l s  b u t  h a d  
t h e  c o m p l e t e  r e v e r s e  e f f e c t  o n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  t h e s e  c y t o k i n e s  b y  s p l e n i c  
m a c r o p h a g e .  
I n j e c t i n g  m i c e  w i t h  e n d o t o x i n  l e a d s  t o  a  s y s t e m i c  i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e  a n d  a n  
e x c e s s i v e  p r o d u c t i o n  o f  p r o i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s ,  i n c l u d i n g  T N F - a ,  I L -  1 ,  I L -  
6 ,  I L - 1 2 ,  a n d  I F N - y ,  w h i c h  c o n t r i b u t e  s i g n i f i c a n t l y  t o  l e t h a l i t y  i n  s e p t i c  s h o c k  
s y n d r o m e s  ( B e l l a d o n n a  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  A s s o c i a t e d  s y m p t o m s  i n c l u d e  
h y p o t h e n n i a ,  f e v e r ,  a n o r e x i a  ( i . e . ,  d e c r e a s e d  f o o d  i n t a k e ) ,  a n d  c a c h e x i a  
( d e c r e a s e d  b o d y  w e i g h t )  ( D i n a r e l l o  &  C a n n o n ,  1 9 9 3 ;  H a s k o  &  S z a b o ,  1 9 9 9 ) .  
H e r e  w e  f o u n d  t h a t  m i c e  f e d  a  C L A - i n c o r p o r a t e d  d i e t  c h a l l e n g e d  w i t h  L P S  
p r o d u c e d  s i g n i f i c a n t l y  l e s s  I F N - y  a n d  I L - 1 2 p 4 0  c o m p a r e d  t o  c o n t r o l s .  I F N - y  i s  
c o n s i d e r e d  t h e  p r o t o t y p i c a l  p r o i n f l a m m a t o r y  T h l  c y t o k i n e  t h a t  h a s  a  r o l e  i n  b o t h  
i n n a t e  a n d  a d a p t i v e  i m m u n i t y .  O n e  o f  i t s  m a j o r  r o l e s  i s  t o  a c t i v a t e  m a c r o p h a g e  
a n d  D C ,  l e a d i n g  t o  i n c r e a s e d  p h a g o c y t o s i s  a n d  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  ( S z a b o  e t  a l . ,  
2 0 0 3 ) .  I t  a l s o  i n d u c e s  t h e  r e l e a s e  o f  T N F - a  a n d  I L - 1  f r o m  A P C ,  a n d  u p r e g u l a t e s  
t h e  p r o d u c t i o n  o f  p r o - i n f l a m m a t o r y  c h e m o k i n e s  a u g m e n t i n g  t h e  i n f l a m m a t o r y  
p r o c e s s  ( H i l l  &  S a r v e t n i c k ,  2 0 0 2 ) .  I F N - y  p r o m o t e s  I L - 1 2  p r o d u c t i o n  f r o m  A P C  
c r e a t i n g  a  p o s i t i v e  f e e d b a c k  l o o p  b e t w e e n  t h e  T h l  c y t o k i n e s  a n d  e n h a n c i n g  t h e  
T h l  r e s p o n s e  ( H a s k o  &  S z a b o ,  1 9 9 9 ) .  I L - 1 2  i s  a l s o  a n  i m p o r t a n t  l i n k  b e t w e e n  
i n n a t e  a n d  a d a p t i v e  i m m u n i t y  a s  i t s  t a r g e t s  i n c l u d e  T  c e l l s ,  D C ,  a n d  N K  c e l l s ,  
a n d  o n e  o f  i t ' s  m a i n  f u n c t i o n s  i s  t o  d i r e c t  n e w l y  a c t i v a t e  T  h e l p e r  c e l l s  t o  a  T h l  
p h e n o t y p e  ( H a s k o  &  S z a b o ,  1 9 9 9 ) .  I n  T  c e l l s  I L - 1 2  s y n e r g i s e s  w i t h  I L - 2 ,  T C R -  
C D 3  s i g n a l l i n g ,  a n d  C D 2 8  l i g a t i o n ,  t o  r a p i d l y  i n d u c e  I F N - y  p r o d u c t i o n  
( T r i n c h i e r i ,  2 0 0 3 ) .  I L - 1 2  d i r e c t s  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  T h l  c e l l s  w h i c h  p r o d u c e  
I F N - ) I  w h i c h  a u g m e n t s  I L - 1 2  p r o d u c t i o n  c r e a t i n g  a  c u m u l a t i v e  p o s i t i v e  f e e d b a c k  
e f f e c t .  F o l l o w i n g  C L A  s u p p l e m e n t a t i o n ,  w e  s a w  a  d e c r e a s e  i n  p e r i p h e r a l  I F N - y  
a n d  I L - 1 2 p 4 0  w h i c h  m a k e s  s e n s e  c o n s i d e r i n g  o n e  a u g m e n t s  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
t h e  o t h e r .  T h e r e  w a s  a l s o  r e d u c t i o n s  i n  I L - 1 2 p 7 0  a n d  I L - 1 P  b u t  r e s u l t s  w e r e  n o t  
f o u n d  t o  b e  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t ,  w h e r e a s  c i r c u l a t i n g  T N F - a  w a s  b e l o w  t h e  
l e v e l s  o f  d e t e c t i o n .  T h e  o b s e r v e d  d e c r e a s e  i n  I L - 1 2  a n d  I F N - y  s e e n  h e r e  n o t  o n l y  
c o n f i r m s  o u r  i n  v i t r o  d a t a ,  b u t  a l s o  v a l i d a t e s  t h e  r e l e v a n c e  o f  o u r  i n  v i t r o  f i n d i n g s  
i n  a n  i n  v i v o  s i t u a t i o n .  D e c r e a s i n g  t h e  l e v e l s  o f  t h e s e  d a m a g i n g  c y t o k i n e s  h a s  
b e e n  p r o v e d  b e n e f i c i a l  i n  p r e v i o u s  s t u d i e s ;  B e l l a d o n n a  a n d  c o l l e a g u e s  ( 2 0 0 6 )  
f o u n d  t h a t  s u r v i v a l  i n  P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a - c h a l l e n g e d  m i c e  w a s  a s s o c i a t e d  
w i t h  a  d r a m a t i c  d e c r e a s e  i n  c i r c u l a t i n g  l e v e l s  o f  T N F - a  a n d  I F N - y .  S e m p o w s k i  
a n d  c o - w o r k e r s  ( 1 9 9 9 )  a l s o  u s e d  a n  L P S - s h o c k  m o d e l  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  i n  v i v o  
r o l e  o f  C D 7  i n  s y s t e m s  d e p e n d e n t  o n  I F N - y .  C D 7  i s  a n  i m m u n o g l o b u l i n  
s u p e r f a m i l y  m o l e c u l e  i n v o l v e d  i n  T  a n d  N K  c e l l  a c t i v a t i o n  a n d  c y t o k i n e  
p r o d u c t i o n ,  a n d  C D 7 - d e f i c i e n t  a n i m a l s  h a v e  a n t i g e n - s p e c i f i c  d e f e c t s  i n  I F N - y  
p r o d u c t i o n .  T h e  r e s e a r c h e r s  f o u n d  t h a t  6 7 %  o f  C D 7 - d e f i c i e n t  m i c e  s u r v i v e d  
L P S  i n j e c t i o n ,  w h e r e a s  1 9 %  o f  c o n t r o l  C 5 7 B L / 6  m i c e  s u r v i v e d  L P S  c h a l l e n g e .  
A g a i n  s u r v i v a l  w a s  a s s o c i a t e d  w i t h  d e c r e a s e d  s e r u m  I F N - y  a n d  T N F - a .  
U n e x p e c t e d l y ,  w e  d i d  n o t  f i n d  a n y  T N F - a  i n  t h e  s e r u m  s a m p l e s  o f  L P S -  
c h a l l e n g e d  a n i m a l s .  T h i s  w a s  a l s o  t h e  c a s e  i n  a  s t u d y  c o n d u c t e d  b y  A l b e r s  a n d  
a s s o c i a t e s  ( 2 0 0 2 )  w h e r e  t h e y  u s e d  a  c o n t a c t  s e n s i t i s e r ,  d i n i t r o c h l o r o b e n z e n e  
( D N C B ) ,  t o  e l i c i t  a d a p t i v e  i m m u n e  r e s p o n s e s  i n  B A L B / c  m i c e .  T h e y  f o u n d  t h a t  
s e r u m  c o l l e c t e d  6  h o u r s  a f t e r  s e n s i t i s a t i o n  d i d  n o t  c o n t a i n  a n y  T N F - a .  P e r h a p s  
b l o o d  s a m p l e s  s h o u l d  h a v e  b e e n  t a k e n  a t  e a r l i e r  t i m e - p o i n t s  c o n s i d e r i n g  
c y t o k i n e s  s u c h  a s  T N F - a  a n d  I L - 1  a r e  b o t h  p r o d u c e d  e a r l i e r .  T h i s  w a s  r e p o r t e d  
b y  L a n g e n k a m p  a n d  c o l l e a g u e s  ( 2 0 0 0 )  w h o  f o u n d  T N F  a n d  I L - 1  i n  t h e  
s u p e r n a t a n t  3 - 4  h o u r s  a f t e r  L P S - s t i m u l a t i o n .  
T h e r e  h a v e  b e e n  n u m e r o u s  r e p o r t s  a s  t o  t h e  b e n e f i c i a l  e f f e c t s  o f  d i e t a r y  
i n t e r v e n t i o n  w i t h  P U F A  i n  L P S - s h o c k  m o d e l s :  F r i t s c h e  a n d  c o l l e a g u e s  ( 1 9 9 9 )  
f e d  C 3 W H e N  m i c e  e i t h e r  l a r d  ( l o w  P U F A ) ,  s o y b e a n  o i l  ( n - 6  P U F A ) ,  o r  
m e n h a d e n  f i s h  o i l  a n d  c o r n  o i l  ( n - 3  P U F A )  d i e t  f o r  4  w e e k s ,  a f t e r  w h i c h  m i c e  
w e r e  i n j e c t e d  i p  w i t h  L i s t e r i a  m o n o c y t o g e n e s .  P l a s m a  l e v e l s  o f  I L - 1 2 p 7 0  a n d  
I F N - y  w e r e  m e a s u r e d  2 4  h o u r s  l a t e r  b y  E L I S A ,  a n d  a k i n  t o  o u r  r e s u l t s ,  b o t h  w e r e  
g r e a t l y  r e d u c e d  i n  t h e  f i s h  o i l  f e d  a n i m a l s .  F u r t h e r m o r e  t h e y  f o u n d  t h a t  t h e  n - 6  
d i e t  a c t u a l l y  i n c r e a s e d  TIFN-y m R N A  i n  s p l e e n  c e l l s ,  w h i c h  a l s o  c o r r o b o r a t e  o u r  
f i n d i n g s  f r o m  f e d  a n i m a l s .  A n o t h e r  s t u d y  b y  L a i  a n d  a s s o c i a t e s  ( 2 0 0 5 )  f o u n d  
t h a t  p i g s  f e d  a  C L A - s u p p l e m e n t e d  d i e t  h a d  l o w e r  a m o u n t s  o f  c i r c u l a t i n g  I L - 6  
a n d  T N F - a ,  a n d  i n c r e a s e d  a m o u n t s  o f  I L - 1 0  f o l l o w i n g  L P S  c h a l l e n g e .  
I t  w o u l d  b e  i n t e r e s t i n g  t o  s e e  w h e t h e r  a n y  o f  t h e  P U F A - i n d u c e d  a n t i -  
i n f l a m m a t o r y  e f f e c t s  w e  r e c o r d e d  i n  v i t r o  g o  o n  t o  p r o v i d e  p r o t e c t i o n  a g a i n s t  t h e  
d e v e l o p m e n t  o f  D S S - i n d u c e d  c o l i t i s  w e  s a w  i n  C L A - f e d  a n i m a l s .  F e e d i n g  
a n i m a l s  a  C L A - i n c o r p o r a t e d  d i e t  d r a m a t i c a l l y  r e d u c e d  w e i g h t  l o s s  a n d  m o r t a l i t y  
i n  t h e  I B D  m o d e l  c o m p a r e d  t o  a n i m a l s  f e d  t h e  c o n t r o l  d i e t .  I n  C 5 7 B U 6  m i c e ,  
D S S  c h a l l e n g e  i n d u c e s  t h e  p r o d u c t i o n  o f  I L -  1 ,  I L -  1 2 ~ 4 0 ,  I L -  1 2 ~ 7 0 ,  I L -  1 7 ,  a n d  
I F N - y  i n  t h e  i n f l a m e d  c o l o n  ( M e l g a r  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  H i s t o p a t h o l o g y  r e v e a l s  a  l o s s  
o f  c r y p t s ,  r e d u c t i o n  o f  g o b l e t  c e l l s ,  u l c e r a t i o n s  a n d  a  m o d e r a t e  i n f i l t r a t i o n  o f  
i n f l a m m a t o r y  c e l l s  t o  t h e  m u c o s a ,  a n d  o e d e m a  i n  t h e  s u b m u c o s a .  C e l l u l a r  
i n f i l t r a t i o n  c o r r e l a t e s  w i t h  i n c r e a s e d  c o l o n  w e t  w e i g h t  ( - 5 0 %  i n c r e a s e  h a s  b e e n  
r e c o r d e d )  w h e r e a s  c o l o n  l e n g t h  d e c r e a s e s  a s  t h e  d i s e a s e  d e v e l o p s .  A d d i t i o n a l l y ,  
M L N s  e n l a r g e  a n d  t h e  c a e c u m  d e c r e a s e s  i n  s i z e  ( M e l g a r  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  W e  d i d  
n o t  f i n d  a n y  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  i n  c o l o n  l e n g t h  o r  w e i g h t  b e t w e e n  t h e  d i e t  
g r o u p s ,  s o  w e  c a n  s p e c u l a t e  t h a t  C L A  d i d  n o t  p r o t e c t  a g a i n s t  d i s e a s e  
d e v e l o p m e n t  b y  p r e v e n t i n g  c e l l u l a r  i n f i l t r a t i o n .  
P e r h a p s  t h e  c o n s i s t e n t  P U F A - i n d u c e d  d e c r e a s e  i n  I L - 1 2  w e  h a v e  r e c o r d e d  i s  t h e  
k e y  t o  t h e  p r o t e c t i v e  e f f e c t s  o f  C L A  w e  s a w  i n  t h e  c o l i t i s  s t u d y ,  a s  n e u t r a l i s i n g  
I L - 1 2  h a s  s h o w n  p r o m i s e  i n  t h e  t r e a t m e n t  o f  I B D :  M a n n o n  a n d  c o l l e a g u e s  
( 2 0 0 4 )  a d m i n i s t e r e d  a n  a n t i - I L - 1 2  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  t o  p a t i e n t s  w i t h  a c t i v e  
C D ,  a n d  c l i n i c a l  i m p r o v e m e n t s  w e r e  a s s o c i a t e d  w i t h  a  s u p p r e s s i o n  o f  I L - 1 2 ,  
I F N - y  a n d  T N F - a  p r o d u c t i o n  b y  c o l o n i c  m o n o n u c l e a r  c e l l s  i s o l a t e d  f r o m  t h e  
l a m i n a  p r o p r i a .  O t h e r s  h a v e  r e p o r t e d  a  l a c k  o f  I F N - y  t o  i n f e r  p r o t e c t i o n  a g a i n s t  
c o l i t i s :  D S S - t r e a t e d  W T  m i c e  e x h i b i t e d  a  r o b u s t  p r o d u c t i o n  o f  I F N - ) I  i n  t h e  g u t ,  a  
r e m a r k a b l e  l o s s  o f  b o d y  w e i g h t ,  a s  w e l l  a s  h i g h  r a t e  o f  m o r t a l i t y  ( 6 0 % ) .  I n  
s t r i k i n g  c o n t r a s t ,  I F N - y - d e f i c i e n t  m i c e  d i d  n o t  d e v e l o p  D S S - i n d u c e d  c o l i t i s ,  a s  
i n d i c a t e d  b y  t h e  m a i n t e n a n c e  o f  b o d y  w e i g h t  a n d  a  s u r v i v a l  r a t e  o f  1 0 0 %  ( I t o  e t  
a l . ,  2 0 0 6 a ) .  S o  t h e  d e c r e a s e  i n  I F N - ) I  w e  f o u n d  i n  t h e  c o - c u l t u r e  e x p e r i m e n t  a n d  
f o l l o w i n g  L P S - c h a l l e n g e  i n  C L A - f e d  a n i m a l s  c o u l d  a l s o  b e  p r o p o s e d  a s  a  
p o s s i b l e  r e a s o n  f o r  t h e  r e d u c t i o n  i n  t h e  s e v e r i t y  o f  c o l i t i s  s e e n  i n  C L A - f e d  m i c e .  
A n  a l t e r n a t i v e  t h e r a p e u t i c  m e c h a n i s m  t o  I L - 1 2  o r  I F N - y  s u p p r e s s i o n  c o u l d  b e  t h e  
u p r e g u l a t i o n  o f  I L - 1 0  w e  h a v e  r e c o r d e d  f o l l o w i n g  P U F A  t r e a t m e n t .  T h e  
p r o t e c t i v e  e f f e c t  o f  I L - 1 0  i s  a p p a r e n t  i n  S T A T 3 - d e f i c i e n t  m i c e  t h a t  h a v e  a  
d e f i c i e n c y  i n  I L - 1 0  f u n c t i o n  a n d  d e v e l o p  s p o n t a n e o u s  e n t e r o c o l i t i s  ( S t r o b e r  e t  
a l . ,  2 0 0 7 ) .  
I L - 1 0  k n o c k o u t  ( K O )  m i c e  a l s o  s p o n t a n e o u s l y  d e v e l o p  c o l i t i s .  Y e n  
a n d  c o - w o r k e r s  ( 2 0 0 6 )  b a c k c r o s s e d  I L - 1 0 4 0  m i c e  w i t h  m i c e  l a c k i n g  o n l y  I L -  
1 2  ( p 3 5 - ' - )  o r  o n l y  L - 2 3  @ 1 9 - I - ) .  S i m i l a r  t o  t h e  I L - l o - d e f i c i e n t  a n i m a l s ,  I L -  
1 2 p 3 5 1 I L -  1 0 - K O  m i c e  d e v e l o p e d  s i g n s  o f  c o l i t i s  w h e r e a s  t h e  I L -  1  O l p  1 9 - d o u b l e -  
K O  m i c e  r e m a i n e d  d i s e a s e  f r e e ,  s u g g e s t i n g  t h a t  I L - 2 3 ,  t h r o u g h  t h e  a c t i o n s  o f  I L -  
1 7  ( S h e i b a n i e  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) ,  a n d  n o t  I L - 1 2 ,  i s  r e q u i r e d  f o r  t h e  m a n i f e s t a t i o n  o f  
c h r o n i c  i n t e s t i n a l  i n f l a m m a t i o n .  I n d e e d  t h e  n e w l y  d i s c o v e r e d  T h 1 7  s u b s e t  o f  
e f f e c t o r  c e l l s  h a v e  b e e n  i m p l i c a t e d  a s  b e i n g  r e s p o n s i b l e  f o r  m a n y  i n f l a m m a t o r y  
d i s o r d e r s  p r e v i o u s l y  a t t r i b u t e d  t o  T h l  c e l l s ,  i n c l u d i n g  E A E ,  R A  a n d  I B D  
( L a n g r i s h  e t  a l . ,  2 0 0 5 ;  S u t t o n  e t  a l . ,  2 0 0 6 ;  Y e n  e t  a l . ,  2 0 0 6 ;  H i r o t a  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  
W e  f o u n d  t h a t  I L - 1 7  w a s  i n h i b i t e d  b y  C L A  i n  b o t h  t h e  c o - c u l t u r e  a n d  a d o p t i v e  
t r a n s f e r  e x p e r i m e n t s  w h i c h  p r o v i d e s  a n o t h e r  p o s s i b l e  m e c h a n i s m  u s e d  b y  P U F A  
t o  e l i c i t  t h e i r  a n t i - i n f l a m m a t o r y  a c t i o n s .  
N e i t h e r  t h e  I L - 1 2 I I F N - y  n o r  t h e  I L - 2 3 / I L - 1 7  a x i s  m a y  b e  t h e  s o l e  d r i v i n g  f o r c e  
b e h i n d  I B D ,  b u t  t h e y  m a y  h a v e  c u m u l a t i v e  e f f e c t s ,  p a r t i c u l a r l y  b e c a u s e  l e v e l s  o f  
I L - 1 2  a n d  I L - 2 3 ,  a s  w e l l  a s  t h e  d o w n s t r e a m  e f f e c t o r  c y t o k i n e s ,  I L - 1 7  a n d  L F N - y ,  
h a v e  a l l  b e e n  f o u n d  t o  b e  e l e v a t e d  i n  C r o h n ' s  d i s e a s e  s u f f e r e r s  ( N i e l s e n  e t  a l . ,  
2 0 0 3 ;  F u s s  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  A n d  b e c a u s e  b l o c k i n g  b o t h  t h e  p 4 0  a n d  p 1 9  s u b - u n i t s  
h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  m o r e  b e n e f i c i a l  t h a n  b l o c k i n g  t h e m  i n d i v i d u a l l y  ( N e u r a t h ,  
2 0 0 7 ) .  
D a t a  s u g g e s t s  m u l t i p l e  c o m p o n e n t s  o f  t h e  i n n a t e  a n d  a d a p t i v e  i m m u n e  s y s t e m  
c o n t r i b u t e  t o  a s p e c t s  o f  t h e  d i s e a s e  p r o c e s s  i n  I B D ,  a n d  a  n u m b e r  o f  t h e  
i m m u n o m o d u l a t o r y  a c t i o n s  o f  P U F A  w e  r e c o r d e d  b o t h  i n  T  c e l l s  a n d  D C  c o u l d  
h e l p  p r o v i d e  s o m e  p r o t e c t i o n  a g a i n s t  d i s e a s e  d e v e l o p m e n t .  O t h e r s  h a v e  s h o w n  
P U F A  s u p p l e m e n t a t i o n  t o  h a v e  t h e r a p e u t i c  e f f i c a c y  b o t h  i n  I B D  a n d  i n  o t h e r  
i n f l a m m a t o r y  d i s e a s e s .  F o r  e x a m p l e ,  a n i m a l s  w e r e  f e d  a  c o n t r o l  o r  f i s h  o i l  d i e t  
a n d  c o n t a c t  d e r m a t i t i s  o r  a t o p i c  d e r m a t i t i s  i n d u c e d  b y  u s i n g  t w o  m e t h o d s  o f  
d i n i t r o f l u o r o b e n z e n e  ( D N F B )  a p p l i c a t i o n .  D N F B - i n d u c e d  i r r i t a t i o n  w a s  
l e s s e n e d  i n  F O - f e d  a n i m a l s ,  a s  w a s  o e d e m a  a n d  v a s o d i l a t i o n .  A n d  a c u t e  a n d  T  
c e l l - m e d i a t e d  r e s p o n s e s  w e r e  p r e v e n t e d  b y  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  d i e t a r y  n - 3  
P U F A  ( S i e r r a  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  B u t z  a n d  c o - w o r k e r s  ( 2 0 0 7 )  f o u n d  d i e t a r y  C L A  
r e d u c e d  i n f l a m m a t i o n  a n d  d e l a y e d  t h e  o n s e t  o f  d i s e a s e  i n  a  c o l l a g e n - i n d u c e d  
m o d e l  o f  a r t h r i t i s .  A n d  B a s s a g a n y a - R i e r a  a n d  a s s o c i a t e s  ( 2 0 0 4 )  f o u n d  t h a t  
f e e d i n g  a n i m a l s  C L A  a m e l i o r a t e d  t h e  s e v e r i t y  o f  D S S - i n d u c e d  c o l i t i s  b y  
r e d u c i n g  w e i g h t  l o s s  a n d  l e s s e n i n g  d i s e a s e  a c t i v i t y .  
The data here provides evidence that CLA has beneficial imrnunomadulatory 
effects in vivo. It seems reasonable to assume that some of the anti-inflammatory 
actions of PWA recorded in vitro are of  importance in vivo in view of the 
observed protective effects provided by a CLA-supplement diet both in the 
model of septic shock and in the DSS-induced model of colitis. To verify this 
hypothesis, further investigations into the alterations induced by PUPA on a 
cellular level, particularly in the DSS model, are warranted. 
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T h e  o u t c o m e  o f  a n  i m m u n e  r e s p o n s e  i s  a  c o m p l i c a t e d  p r o c e s s  i n v o l v i n g  
n u m e r o u s  c e l l  t y p e s  a n d  m e d i a t o r s  a n d  d y s r e g u l a t i o n  a t  a n y  s t a g e  o f  c e l l u l a r  
a c t i v a t i o n  c a n  h a v e  s e r i o u s  c o n s e q u e n c e s .  U n d e r  m o s t  c i r c u m s t a n c e s ,  
i n f l a m m a t i o n  i s  a  n o r m a l  p h y s i o l o g i c a l  a n d  b e n e f i c i a l  r e s p o n s e  t h a t  p r o t e c t s  u s  
f r o m  i n v a d i n g  m i c r o o r g a n i s m s  a n d  i n f e c t i o u s  a g e n t s .  H o w e v e r ,  e x c e s s i v e  
i n f l a m m a t i o n  c a n  l e a d  t o  e x t e n s i v e  t i s s u e  d a m a g e ,  d i s a b i l i t y  a n d  e v e n  d e a t h .  A  
n u m b e r  o f  h u m a n  c h r o n i c  d i s e a s e s  a r e  a t t r i b u t e d  t o  a  s u s t a i n e d  i n f l a m m a t o r y  
r e s p o n s e ,  i n c l u d i n g  R A ,  I B D ,  M S  a n d  a t h e r o s c l e r o s i s  ( A n d r e a k o s  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  
T h e  m a i n  m e d i c a l  t r e a t m e n t s  f o r  t h e s e  d i s o r d e r s  a r e  s t e r o i d s  a n d  
i m m u n o s u p p r e s s i v e  a g e n t s  w h i c h  n o n - s p e c i f i c a l l y  r e d u c e  i m m u n i t y  a n d  
i n f l a m m a t i o n  a n d  c a n  h a v e  s e r i o u s  s i d e - e f f e c t s  ( N a k a m u r a  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  
A d v a n c e s  i n  o u r  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  i n f l a m m a t o r y  p r o c e s s  h a v e  l e a d  t o  t h e  
d e v e l o p m e n t  o f  t h e r a p i e s  w h i c h  s e l e c t i v e l y  i n h i b i t  i n f l a m m a t o r y  m e d i a t o r s ,  s u c h  
a s  c y t o k i n e s  a n d  c e l l  s u r f a c e  m o l e c u l e s .  D u e  t o  t h e i r  w i d e l y  a c c e p t e d  
i m m u n o m o d u l a t o r y  a c t i o n s ,  e x t e n s i v e  r e s e a r c h  i s  b e i n g  u n d e r t a k e n  t o  e s t a b l i s h  
t h e  m e c h a n i s m s  u s e d  b y  P U F A  t o  e l i c i t  t h e i r  a n t i - i n f l a m m a t o r y  e f f e c t s  a n d  t o  
r e v e a l  t h e i r  p o t e n t i a l  a s  t h e r a p e u t i c  a g e n t s  f o r  t h e  t r e a t m e n t  o f  a u t o i m m u n e  
d i s o r d e r s .  T h i s  s t u d y  h a s  u n c o v e r e d  a  n u m b e r  o f  p a t h w a y s  P U F A  m a y  u s e  t o  
e l i c i t  t h e i r  i m m u n o m o d u l a t o r y  e f f e c t s :  
D e n d r i t i c  c e l l s  a r e  c o n s i d e r e d  t h e  m o s t  p o t e n t  a n t i g e n  p r e s e n t i n g  c e l l s  p o s s e s s i n g  
t h e  u n i q u e  a b i l i t y  t o  a c t i v a t e  n a i ' v e  T  c e l l s .  I n  t h i s  s t u d y  w e  f o u n d  t h a t  D C  
e x p o s e d  t o  P U F A  i n  v i t r o  p r o d u c e d  s i g n i f i c a n t l y  l e s s  I L - 1 2  f o l l o w i n g  L P S  
s t i m u l a t i o n  a n d  w e  a l s o  r e p o r t e d  l o w e r  l e v e l s  o f  c i r c u l a t i n g  I L - 1 2  i n  v i v o  w h e n  
a n i m a l s  w e r e  f e d  a  C L A  d i e t  b e f o r e  e n d o t o x i n  c h a l l e n g e .  S i n c e  I L - 1 2  h a s  s u c h  a  
s i g n i f i c a n t  r o l e  i n  i n i t i a t i n g  a n d  m a i n t a i n i n g  a n  i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e  ( W a t f o r d  
e t  a l . ,  2 0 0 3 )  i t s  i n h i b i t i o n  h a s  p r o v e d  b e n e f i c i a l  i n  t r e a t i n g  i n f l a m m a t o r y  
d i s o r d e r s  ( Z h a n g  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  I n  a d d i t i o n  t o  s u p p r e s s i n g  p r o - i n f l a m m a t o r y  L -  
1 2 ,  P U F A  e x p o s u r e  e n h a n c e d  t h e  p r o d u c t i o n  o f  I L - 1 0  f r o m  D C  i n  v i t r o .  I L - 1 0  i s  
k n o w n  f o r  i t s  r e g u l a t o r y  a n d  i m m u n o s u p p r e s s i v e  a c t i o n s  a n d  a d m i n i s t r a t i o n  o f  
L - 1 0  t o  p a t i e n t s  w i t h  C r o h n ' s  d i s e a s e  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  r e d u c e  b o w e l  
i n f l a m m a t i o n  ( M o c e l l i n  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  S i n c e  I L - 1 2  i s  i n v o l v e d  i n  i n i t i a t i n g  T h l  
c e l l  d e v e l o p m e n t ,  a n d  b e c a u s e  I L -  1 0  p r o m o t e s  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  T  r e g u l a t o r y  
c e l l s ,  t h e  P U F A - i n d u c e d  s u p p r e s s i o n  o f  I L - 1 2  a n d  e n h a n c e m e n t  o f  I L - 1 0  w e  
r e c o r d e d  i m p l i e d  t h a t  f a t t y  a c i d s  m a y  h a v e  c o n s e q u e n t i a l  e f f e c t s  o n  T  c e l l  
r e s p o n s e s ,  t h e r e f o r e  w e  i n v e s t i g a t e d  t h e  d o w n - s t r e a m  e f f e c t s  o f  P U F A  o n  
a d a p t i v e  i m m u n i t y .  O u r s  i s  t h e  f i r s t  s t u d y  t o  s h o w  t h a t  P U F A - m o d u l a t e d  D C  
h a v e  s u b s e q u e n t  e f f e c t s  o n  T  c e l l  r e s p o n s e s ,  a n d  r e s u l t s  s h o w e d  a  r e d u c t i o n  i n  
I F N - y ,  I L - 1 7 ,  I L - 2  a n d  I L - 4  p r o d u c t i o n  f r o m  t h e s e  T  c e l l s .  
M a n y  a u t o i m m u n e  a n d  i n f l a m m a t o r y  c o n d i t i o n s ,  s u c h  a s  M S ,  R A ,  a n d  l B D ,  
h a v e  b e e n  d o c u m e n t e d  a s  p r e d o m i n a n t l y  T h l - m e d i a t e d  d i s o r d e r s  a s s o c i a t e d  w i t h  
t h e  o v e r p r o d u c t i o n  o f  I F N - y  b y  T  c e l l s  ( Z h a n g ,  2 0 0 7 ) .  W e  r e c o r d e d  a  C L A -  
i n d u c e d  r e d u c t i o n  i n  I F N - y  p r o d u c t i o n  f r o m  C D 4 '  T  c e l l s  i n  t h e  c o - c u l t u r e  m o d e l  
a n d  m i c e  f e d  a  C L A - i n c o r p o r a t e d  d i e t  h a d  r e d u c e d  l e v e l s  o f  c i r c u l a t i n g  I F N - . ) I  i n  
t h e  L P S - s h o c k  m o d e l .  O u r  f i n d i n g s  a r e  c o r r o b o r a t e d  b y  d i e t a r y  s t u d i e s  w h e r e  
l a b o r a t o r y  a n i m a l s  f e d  P U F A - e n r i c h e d  d i e t s  p r o d u c e d  l e s s  I L - 1 ,  I L - 2 ,  L L - 6  a n d  
I F N - y  ( S t u l n i g ,  2 0 0 3 ) .  G i v e n  t h e  w i d e l y  a c c e p t e d  p r o - i n f l a m m a t o r y  r o l e  o f  I F N -  
y ,  s u p p r e s s i o n  o f  t h i s  c y t o k i n e  m a y  a i d  t h e  r e s o l u t i o n  o f  i n f l a m m a t i o n .  I n d e e d  
c l i n i c a l  t r i a l s  i n v o l v i n g  f o n t o l i z u m a b ,  a  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  d i r e c t e d  a g a i n s t  
h u m a n  I F N - y ,  h a s  s h o w n  s o m e  e f f i c a c y  i n  t r e a t i n g  p a t i e n t s  w i t h  C D  ( N a k a m u r a  
e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  
A n o t h e r  p a t h o g e n i c  s u b s e t  o f  T  c e l l s ,  n a m e l y  T h 1 7  c e l l s ,  h a v e  a l s o  b e e n  d e t e c t e d  
i n  a  n u m b e r  o f  i n f l a m m a t o r y  d i s o r d e r s ,  i n c l u d i n g  E A E ,  R A  a n d  B D ,  a n d  t h e i r  
p r e s e n c e  h a s  b e e n  l i n k e d  t o  s o m e  o f  t h e  p a t h o l o g y  p r e v i o u s l y  a t t r i b u t e d  t o  a  
d i s p r o p o r t i o n a t e  T h l  r e s p o n s e  ( K i k l y  e t  a l . ,  2 0 0 6 ;  S u t t o n  e t  a l . ,  2 0 0 6 ;  Z h a n g  e t  
a l . ,  2 0 0 6 b ) .  T h i s  p l a c e s  T h 1 7  a n d  t h e i r  I L - 1 7  p r o d u c t s  a s  p o t e n t i a l  t h e r a p e u t i c  
t a r g e t s .  T h e  e f f e c t  o f  P U F A  o n  I L - 1 7  p r o d u c t i o n  h a s  n o t  b e e n  p r e v i o u s l y  
i n v e s t i g a t e d  a n d  w e  f o u n d  t h a t  I L - 1 7  w a s  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  b y  C L A  i n  t h e  
c o - c u l t u r e  m o d e l  a n d  i n  t h e  a d o p t i v e  t r a n s f e r  e x p e r i m e n t .  T h e  C L A - i n d u c e d  
d e c r e a s e  i n  I F N - y  p r o d u c t i o n  w a s  a  l i k e l y  r e s u l t  c o n s i d e r i n g  t h e  c o n s i s t e n t  
d e c r e a s e  i n  I L - 1 2  w e  o b s e r v e d  f o l l o w i n g  P U F A  t r e a t m e n t .  H o w e v e r ,  t h e  f a c t  
t h a t  I L - 1 7  w a s  a l s o  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  w a s  s u r p r i s i n g  b e c a u s e  t h e  p r o d u c t i o n  
o f  c y t o k i n e s  i n v o l v e d  i n  p r o m o t i n g  a  T h 1 7  r e s p o n s e  ( i . e .  I L - 1 ,  I L - 6 ,  I L - 2 3  a n d  
T N F - a )  r e m a i n e d  r e l a t i v e l y  u n c h a n g e d  b y  C L A .  T h i s  p r o v i d e s  e v i d e n c e  t h a t  t h e  
a l t e r e d  c o - s t i m u l a t o r y  m a r k e r s  o b s e r v e d  o n  t h e  P U F A - t r e a t e d  D C  i n  v i t r o  h a v e  
h u g e  c o n s e q u e n c e s  o n  t h e  p h e n o t y p e  o f  t h e  d e v e l o p i n g  T  c e l l s .  N u m e r o u s  
s t u d i e s  h a v e  e v a l u a t e d  t h e  b e n e f i t  o f  n e u t r a l i s i n g  L L - 1 7  t o  a l l e v i a t e  i n f l a m m a t i o n .  
F o r  e x a m p l e ,  I L - 1 7  i s  f r e q u e n t l y  d e t e c t e d  i n  t h e  i n f l a m e d  c o l o n  o f  
t r i n i t r o b e n z e n e s u l f o n i c  a c i d  ( T N B S ) - i n d u c e d  c o l i t i c  m i c e .  Z h a n g  a n d  c o l l e a g u e s  
( 2 0 0 6 b )  f o u n d  t h a t  I L - 1 7 R  k n o c k o u t  m i c e  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  p r o t e c t e d  a g a i n s t  
T N B S - i n d u c e d  w e i g h t  l o s s ,  I L - 6  p r o d u c t i o n  a n d  c o l o n i c  i n f l a m m a t i o n ,  a n d  t h i s  
p r o t e c t i o n  o c c u r r e d  e v e n  t h o u g h  t h e r e  w e r e  c o m p a r a b l e  l e v e l s  I L - 2 3  a n d  h i g h e r  
l e v e l s  o f  I L - 1 2 p 7 0  a n d  I F N - y  i n  I L - 1 7 R  k n o c k o u t  m i c e  c o m p a r e d  w i t h  w i l d - t y p e  
a n i m a l s .  
I n d i v i d u a l l y ,  n e i t h e r  I L - 1 2 I I F N - y  ( T h l )  n o r  I L - 2 3 l I L - 1 7  ( T h 1 7 )  m a y  b e  t h e  s o l e  
d r i v i n g  f o r c e  b e h i n d  I B D  ( o r  o t h e r  i n f l a m m a t o r y  d i s e a s e s ) ,  t h e y  p r o b a b l y  h a v e  
c u m u l a t i v e  e f f e c t s ,  p a r t i c u l a r l y  b e c a u s e  i n c r e a s e d  l e v e l s  o f  b o t h  I L - 1 2  a n d  I L - 2 3  
a n d  t h e i r  d o w n - s t r e a m  e f f e c t o r s  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  C r o h n ' s  d i s e a s e  s u f f e r e r s  
( N i e l s e n  e t  a l . ,  2 0 0 3 ;  F u s s  e t  a l . ,  2 0 0 6 )  a n d  b e c a u s e  b l o c k i n g  b o t h  t h e  p 4 0  a n d  
p 1 9  s u b - u n i t s  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  m o r e  b e n e f i c i a l  t h a n  b l o c k i n g  t h e m  
i n d i v i d u a l l y  ( N e u r a t h ,  2 0 0 7 ) .  T h e r e f o r e  t h e  f a c t  t h a t  C L A  w a s  s h o w n  t o  i n h i b i t  
b o t h  I F N - y  a n d  I L - 1 7  p r o d u c t i o n  i s  a  f a v o u r a b l e  a t t r i b u t e  a n d  c o u l d  b e  w h a t  
a f f o r d e d  s i g n i f i c a n t  p r o t e c t i o n  i n  t h e  P U F A - f e d  a n i m a l s  i n  t h e  c o l i t i s  s t u d y .  
A n o t h e r  b e n e f i c i a l  e f f e c t  o f  P U F A  i s  t h a t  a l t h o u g h  w e  s a w  a  r e d u c t i o n  i n  T  c e l l  
c y t o k i n e  p r o d u c t i o n ,  C L A  d i d  n o t  s e e m  t o  c h a n g e  t h e  a c t i v a t i o n  s t a t u s  o r  
s u b s e q u e n t  e x p a n s i o n  o f  T  c e l l s ,  i . e .  e x p r e s s i o n  o f  C D 2 5  ( T  c e l l  a c t i v a t i o n  
m a r k e r )  a n d  t h y m i d i n e  i n c o r p o r a t i o n  ( T  c e l l  d i v i s i o n )  w a s  u n a l t e r e d  b y  f e e d i n g  a  
C L A  d i e t .  W e  a l s o  f o u n d  t h e  p r o l i f e r a t i o n  o f  l y m p h  n o d e  c e l l s  f r o m  m i c e  i n  t h e  
C L A  t r e a t m e n t  g r o u p  o f  t h e  a d o p t i v e  t r a n s f e r  e x p e r i m e n t  w a s  r e l a t i v e l y  
u n c h a n g e d .  T h i s  s u g g e s t s  a n  i r n r n u n o m o d u l a t o r y  r o l e  r a t h e r  t h a n  a n  
i m m u n o s u p p r e s s i v e  o n e  f o r  P U F A .  T h e r e  i s  c o n t r a s t i n g  e v i d e n c e  s u r r o u n d i n g  
t h e  e f f e c t s  o f  f a t t y  a c i d s  o n  c e l l  p r o l i f e r a t i o n .  M a n y  s t u d i e s  h a v e  r e p o r t e d  a  
P U F A - i n d u c e d  d e c r e a s e  i n  l y m p h o c y t e  p r o l i f e r a t i o n  ( P o m p o s  &  F r i t s c h e ,  2 0 0 2 ;  
T r i c o n  e t  a l . ,  2 0 0 4 ;  L y  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) ,  w h e r e a s  a  r e c e n t  h u m a n  t r i a l  d e t e c t e d  
e n h a n c e d  l y m p h o c y t e  p r o l i f e r a t i o n  i n  r e s p o n s e  t o  n - 3  P U F A  s u p p l e m e n t a t i o n  
( G o r j a o  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  A s  d i s c u s s e d  i n  c h a p t e r  6 ,  t h e  m e t h o d  o f  T  c e l l  a c t i v a t i o n  
g r e a t l y  i n f l u e n c e s  t h e  o u t c o m e  o f  a  r e s p o n s e .  F o r  e x a m p l e ,  a  s t u d y  b y  L y  a n d  
c o l l e a g u e s  ( 2 0 0 6 )  r e p o r t e d  t h a t  T  c e l l s  f r o m  m i c e  f e d  a n  n - 3  P U F A  d i e t  p r o d u c e d  
l e s s  I L - 2  b u t  o n l y  w h e n  a c t i v a t e d  b y  a C D 3 l C D 2 8  a n d  n o t  w h e n  a c t i v a t e d  w i t h  
a C D 3 P P M A .  T h i s  m a k e s  c o m p a r i n g  r e s u l t s  f r o m  d i f f e r e n t  s t u d i e s  f a i r l y  d i f f i c u l t  
i f  d i f f e r e n t  m o d e s  o f  c e l l u l a r  a c t i v a t i o n  w e r e  u s e d ,  b u t  i t  a l s o  h e l p s  t o  e x p l a i n  t h e  
u n e x p e c t e d  r e s u l t s  w e  o b t a i n e d  w h e n  s p l e n i c  C D 4 '  T  c e l l s  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  
a n i m a l s  f e d  a  C L A - i n c o r p o r a t e d  d i e t  a n d  s t i m u l a t e d  e x  v i v o .  I n  c o n t r a s t  t o  t h e  i n  
v i t r o  c o - c u l t u r e  d a t a ,  w e  d i d  n o t  o b s e r v e  a  P U F A - i n d u c e d  s u p p r e s s i o n  o f  I F N - y  
o r  a  s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n  i n  I L - 1 7  p r o d u c t i o n  f o l l o w i n g  t h e  a C D 3 l a C D 2 8  
s t i m u l a t i o n  o f  T  c e l l s  f r o m  f e d  a n i m a l s .  H o w e v e r  t h e r e  w a s  a n  i n c r e a s e  i n  a n t i -  
i n f l a m m a t o r y  I L - 1 0  a n d  I L - 4 .  T h e s e  u n e x p e c t e d  r e s u l t s  a r e  p e r h a p s  d u e  t o  t h e  
l a c k  o f  d i r e c t  P U F A  e x p o s u r e ,  o r  d u e  t o  t h e  c r u d e  m e t h o d  o f  c e l l u l a r  a c t i v a t i o n .  
R e s u l t s  f r o m  t h e  c o - c u l t u r e  m o d e l  p r o v i d e  e v i d e n c e  t h a t  P U F A  a c t  a t  t h e  l e v e l  o f  
t h e  A P C  r a t h e r  t h a n  i n f l u e n c i n g  T  c e l l  r e s p o n s e s  d i r e c t l y .  W e  c a n  m a k e  t h i s  
a s s u m p t i o n  b e c a u s e  t h e  D C  i n  t h e  c o - c u l t u r e  m o d e l  w e r e  i r r a d i a t e d  a n d  t h e r e f o r e  
l e s s  a b l e  t o  s e c r e t e  c y t o k i n e s .  A l t h o u g h  p r e l i m i n a r y  r e s u l t s  s h o w e d  t h a t  D C  
c o u l d  s u p p r e s s  I F N - y  a n d  I L - 1 7  p r o d u c t i o n  p r e -  a n d  p o s t - i r r a d i a t i o n ,  t h e  f a c t  t h a t  
t h e  P U F A - t r e a t e d  D C  c o u l d  s t i l l  i n h i b i t  t h e  T  c e l l - d e r i v e d  p r o - i n f l a m m a t o r y  
c y t o k i n e s  w h e n  t h e y  c o u l d  n o t  s e c r e t e  c y t o k i n e s  t h e m s e l v e s  s u g g e s t s  t h a t  P U F A  
m o d u l a t e  a d a p t i v e  r e s p o n s e s  t h r o u g h  a l t e r a t i o n s  i n  a n t i g e n  p r e s e n t a t i o n  a n d / o r  T  
c e l l  c o - s t i m u l a t i o n .  T h e r e f o r e ,  a c t i v a t i n g  T  c e l l s  w i t h  r e c o m b i n a n t  a n t i b o d i e s  
r a t h e r  t h a n  P U F A - m o d u l a t e d  A P C  w o u l d  n o t  m i m i c  a  t r u e  i n  v i v o  s i t u a t i o n  
f o l l o w i n g  d i e t a r y  i n t e r v e n t i o n .  
T h e  h y p o t h e s i s  t h a t  P U F A  a l t e r  A P C  r a t h e r  t h a n  T  c e l l s  i s  c o m p o u n d e d  b y  t h e  
s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n  i n  M H C I I  e x p r e s s i o n  w e  r e c o r d e d  w h e n  D C  w e r e  e x p o s e d  
t o  P U F A  i n  v i t r o .  O u r  f i n d i n g s  a g r e e  w i t h  p r e v i o u s  p u b l i c a t i o n s ;  ( H u g h e s  e t  a l . ,  
1 9 9 6 ;  C h e n  e t  a l . ,  2 0 0 5 )  a n d  i m p l y  t h a t  t h e s e  D C  w o u l d  b e  i m p a i r e d  i n  t h e i r  
a b i l i t y  t o  p r e s e n t  a n t i g e n  t o  T  c e l l s .  I n d e e d  t h i s  w a s  r e p o r t e d  i n  a  s t u d y  b y  
S a n d e r s o n  a n d  c o - w o r k e r s  ( 1 9 9 7 )  w h o  f o u n d  t h a t  D C  i s o l a t e d  f r o m  r a t s  f e d  a n  n -  
3  P U F A  d i e t  h a d  r e d u c e d  M H C I I  o n  t h e i r  s u r f a c e  a n d  c o n s e q u e n t l y  c o u l d  n o t  
p r e s e n t  a n t i g e n  t o  K L H - s e n s i t i s e d  r e s p o n d e r  s p l e e n  c e l l s .  M H C I I  i s  u p r e g u l a t e d  
b y  m a n y  i n f l a m m a t o r y  m e d i a t o r s ,  p a r t i c u l a r l y  c y t o k i n e s  l i k e  E N - y .  L e e  a n d  
a s s o c i a t e s  ( 2 0 0 6 )  r e p o r t e d  t h a t  P A M P S ,  s u c h  a s  L P S ,  w h i c h  b i n d  t o  T L R s ,  a r e  
a l s o  c a p a b l e  o f  i n d u c i n g  M H C I I ,  b u t  i n s t e a d  o f  u s i n g  t h e  m a s t e r  r e g u l a t o r ,  
C I I T A ,  t h e y  a c t i v a t e  N F K B  t o  u p r e g u l a t e  M H C I I .  I t  w o u l d  b e  i n t e r e s t i n g  t o  
l e a r n  w h e t h e r  t h e  d e c r e a s e  i n  M H C I I  e x p r e s s i o n  s e e n  i n  P U F A - t r e a t e d  D C  i s  d u e  
t o  t h e  d e c r e a s e  i n  t o t a l  N F K B  a n d  N F a  a c t i v a t i o n  w e  a l s o  s a w  i n  t h e s e  c e l l s .  
T o  f u l l y  a c t i v a t e  a  n a i ' v e  T  c e l l ,  d e n d r i t i c  c e l l s  p r e s e n t  a n t i g e n  c o u p l e d  t o  M H C I I  
a n d  a l s o  e x p r e s s  c o - s t i m u l a t o r y  m a r k e r s  o n  t h e i r  s u r f a c e  ( C D 4 0 ,  C D 8 0 l C D 8 6 )  
w h i c h  l i g a t e  c o r r e s p o n d i n g  r e c e p t o r s  o n  T  c e l l s  ( C D 4 0 L ,  C D 2 8  r e s p e c t i v e l y ) .  
C o - s t i m u l a t i o n  l o w e r s  t h e  a c t i v a t i o n  t h r e s h o l d  f a c i l i t a t i n g  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n ,  
a n d  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n ,  w h e r e a s  t h e  a b s e n c e  o f  c o - s t i m u l a t i o n  c a n  l e a d  t o  T  c e l l  
a n e r g y  o r  c e l l  d e a t h  ( K a p s e n b e r g ,  2 0 0 3 ) .  E x a m i n a t i o n  o f  s u r f a c e  m a r k e r  p r o f i l e s  
i n  P U F A - t r e a t e d  D C  s h o w e d  a  c o l l e c t i v e  d e c r e a s e  i n  C D 8 0 ,  C D 8 6 ,  C D 4 0  a n d  
M H C I I  e x p r e s s i o n .  T h e  o v e r - e x p r e s s i o n  o f  B 7  m o l e c u l e s  h a s  b e e n  r e p o r t e d  i n  
t h e  i n f l a m e d  t i s s u e s  o f  p a t i e n t s  s u f f e r i n g  f r o m  M S ,  RA a n d  I B D  ( L i u  e t  a l . ,  
2 0 0 1 b )  a n d  r e s e a r c h e r s  h a v e  a l s o  r e p o r t e d  i n c r e a s e d  e x p r e s s i o n  o f  C D 4 0  a n d  
C D 4 0 L  i n  t h e  i n f l a m e d  i l e u m  o f  C D  s u f f e r e r s  ( D a n e s e  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  T a r g e t i n g  
c o - s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e s  a s  a  t h e r a p e u t i c  a p p r o a c h  i n  i n f l a m m a t o r y  b o w e l  
d i s e a s e  h a s  b e e n  r e v i e w e d  b y  M a e r t e n  a n d  c o l l e a g u e s  ( 2 0 0 3 ) .  E x a m p l e s  i n c l u d e  
a  s t u d y  w h e r e  t h e  u s e  o f  a n t i - C D 4 0 L  a n t i b o d i e s  i n  T N B S - i n d u c e d  c o l i t i s  ( a  
m o d e l  f o r  T h l - m e d i a t e d  C r o h n ' s  d i s e a s e )  e f f e c t i v e l y  p r e v e n t e d  m u c o s a l  
i n f l a m m a t i o n  a n d  d e c r e a s e d  I F N - y  p r o d u c t i o n  b y  l a m i n a  p r o p r i a  T  h e l p e r  c e l l s  
( D a n e s e  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  A n d  w h e r e  b l o c k i n g  C D 8 0  s i g n a l l i n g  u s i n g  a  C D 8 0 - C A P  
( c o m p e t i t i v e  a n t a g o n i s t  p e p t i d e )  s u p p r e s s e d  e s t a b l i s h e d  i n f l a m m a t i o n  i n  T N B S -  
i n d u c e d  c o l i t i s  ( R a j a r a m a n  E r i ,  2 0 0 8 ) .  T h e  d o w n - r e g u l a t i o n  o f  c o - s t i m u l a t o r y  
m a r k e r s  w e  r e c o r d e d  i n  D C  i n  v i t r o  m a y  p r o v i d e  a  p a t h w a y  u s e d  b y  P U F A  t o  
p r o v i d e  t h e r a p e u t i c  b e n e f i t  i n  i n f l a m m a t o r y  d i s e a s e ,  a n d  p e r h a p s  h e l p  e x p l a i n  
h o w  t h e  C L A  d i e t  a f f o r d e d  p r o t e c t i o n  a g a i n s t  d i s e a s e  d e v e l o p m e n t  i n  t h e  D S S  
c o l i t i s  s t u d y .  E x  v i v o  a n a l y s i s  o f  t h e  c o r r e s p o n d i n g  c o - s t i m u l a t o r y / i n h i b i t o r y  
m a r k e r s  o n  C D 4 '  T  c e l l s  f r o m  a n i m a l s  f e d  a  P U F A - i n c o r p o r a t e d  d i e t  d i d  n o t  
r e v e a l  a n y  s i g n i f i c a n t  f i n d i n g s .  A g a i n  t h i s  s u g g e s t s  t h a t  P U F A  a l t e r  T  c e l l  
d i f f e r e n t i a t i o n  b u t  n o t  t h e  T  c e l l  i t s e l f .  I t  s h o u l d  a l s o  b e  t a k e n  i n t o  a c c o u n t  t h a t  
t h e s e  s p l e n i c  c e l l s  w e r e  n o t  d i r e c t l y  e x p o s e d  t o  P U F A  a n d  a  t r u e r  p i c t u r e  w o u l d  
b e  o b t a i n e d  b y  e x a m i n i n g  t h e  s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  o f  T  c e l l s  i s o l a t e d  f r o m  
t h e  M L N s  o f  f e d  a n i m a l s .  T h e  s a m e  c a n  b e  s a i d  a b o u t  t h e  D C  f r o m  f e d  a n i m a l s .  
T h e s e  D C  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  a n i m a l s  g i v e n  d i e t a r y  C L A  b u t  t h e  c e l l s  w e r e  
d i f f e r e n t i a t e d  f o r  7  d a y s  w i t h o u t  a n y  e x o g e n o u s  P U F A .  E v e n  t h o u g h  w e  f o u n d  
t h a t  t h e  D C  p r o d u c e d  s i g n i f i c a n t l y  l e s s  I L - 1 2  f o l l o w i n g  L P S  s t i m u l a t i o n ,  t h e r e  
w a s  n o  d i f f e r e n c e  i n  c o - s t i m u l a t o r y  m a r k e r  o r  M H C I I  e x p r e s s i o n  o n  t h e s e  c e l l s ,  
p r o b a b l y  b e c a u s e  t h e y  w e r e  n o t  d i r e c t l y  e x p o s e d  t o  P U F A .  T o  a s s e s s  t h e  e f f e c t s  
o f  d i e t a r y  P U F A  o n  D C ,  i n t e s t i n a l  l a m i n a  p r o p r i a  c e l l s  s h o u l d  b e  e x a m i n e d .  
T h i s  w o u l d  b e  o f  p a r t i c u l a r  i n t e r e s t  i n  l i g h t  o f  t h e  f a c t  t h a t  t h e  p r o t e c t i v e  e f f e c t s  
o f  d i e t a r y  C L A  w e  s a w  i n  t h e  c o l i t i s  m o d e l  m a y  b e  d u e  t o  e f f e c t s  o n  d e n d r i t i c  
c e l l s .  D C  h a v e  b e e n  w i d e l y  i m p l i c a t e d  i n  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  I B D :  5  t i m e s  m o r e  
D C  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  t h e  c o l o n  ( C r u i c k s h a n k  e t  a l . ,  2 0 0 4 )  a n d  1 5 - 3 6  t i m e s  
m o r e  D C  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  t h e  M L N  ( S t a g g  e t  a l . ,  2 0 0 3 )  o f  c o l i t i c  m i c e .  
B i l s b o r o u g h  a n d  V i n e y  ( 2 0 0 4 )  f o u n d  D C  i n  c o l i t i c  a n i m a l s  h a d  i n c r e a s e d  
e x p r e s s i o n  o f  C D 4 0 ,  C D 8 0 ,  C D 8 6  a s  w e l l  a s  h i g h e r  p r o d u c t i o n  o f  I L - 1 2 p 4 0  a n d  
I L - 2 3 ~ 1 9 .  B e r n d t  a n d  c o l l e a g u e s  ( 2 0 0 7 )  f o u n d  t h a t  d i r e c t  s t i m u l a t i o n  o f  B M D C  
w i t h  D S S  i n c r e a s e d  t h e  r e l e a s e  o f  s e v e r a l  c y t o k i n e s  a n d  c h e m o k i n e s .  T h e r e f o r e  
D C  c o u l d  b e  o n e  o f  t h e  c e l l  t y p e s  r e s p o n s i b l e  f o r  i n i t i a t i n g  i n f l a m m a t i o n  d u r i n g  
D S S - i n d u c e d  c o l i t i s .  P e r h a p s  s o m e  o f  t h e  i r n m u n o m o d u l a t o r y  e f f e c t s  o f  P U F A  
w e  s a w  i n  D C  i n  v i t r o  a f f o r d e d  p r o t e c t i o n  f r o m  d i s e a s e  d e v e l o p m e n t  i n  v i v o .  
T h i s  i s  a  p o s s i b i l i t y  c o n s i d e r i n g  m a n y  o f  t h e  p a r a m e t e r s  w e  f o u n d  a l t e r e d  i n  D C  
b y  P U F A  h a v e  s h o w n  t h e r a p e u t i c  e f f i c a c y  i n  s t u d i e s  o n  i n f l a m m a t o r y  d i s e a s e ,  
a n d  t h i s  i s  f u r t h e r  i m p l i e d  b e c a u s e  f a t t y  a c i d s ,  e s p e c i a l l y  l o n g - c h a i n ,  a r e  
t r a n s p o r t e d  t h r o u g h  e p i t h e l i a l  c e l l s  i n  t h e  m i c r o l y m p h a t i c s  w h i c h  i s  w h e r e  
r e s i d e n t  D C  c a n  b e  f o u n d  a n d  i s  t h e r e f o r e  a n  o p p o r t u n i t y  f o r  D C  t o  b e  e x p o s e d  t o  
f a t t y  a c i d s  i n  t h e  d i e t  ( T s u z u k i  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  
A l t h o u g h  t h e  a n t i - i n f l a m m a t o r y  e f f e c t s  o f  P U F A  h a v e  b e e n  w e l l  d o c u m e n t e d ,  
t h e i r  m o l e c u l a r  m o d e  o f  a c t i o n  r e m a i n s  r e l a t i v e l y  u n k n o w n .  T h e r e f o r e  w e  
e x p l o r e d  a  n u m b e r  o f  s i g n a l l i n g  p a t h w a y s  P U F A  m a y  e x p l o i t  t o  c a r r y  o u t  t h e i r  
m o d u l a t o r y  a c t i o n s :  
T h e  E R K  k i n a s e  s i g n a l l i n g  p a t h w a y  i s  t r i g g e r e d  d u r i n g  D C  m a t u r a t i o n  
( B a n c h e r e a u  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) ,  a n d  w e  a n d  o t h e r s  h a v e  s h o w n  t h a t  P U F A  u s e  t h e  
E R K  p a t h w a y  t o  e x e r t  s o m e  o f  t h e i r  m o d u l a t o r y  e f f e c t s  o n  i m m u n e  c e l l s  ( D e n y s  
e t  a l . ,  2 0 0 1 ;  L o s c h e r  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  A  s t u d y  b y  L i  a n d  c o l l e a g u e s  ( 2 0 0 7 )  s h o w e d  
t h a t  i n h i b i t i n g  E R K  a c t i v a t i o n  d u r i n g  L P S - i n d u c e d  D C  m a t u r a t i o n ,  e n h a n c e d  
C C R 7  e x p r e s s i o n  a n d  t h e i r  c h e m o t a x i s  t o w a r d s  C C L 1 9 .  T h e  f a c t  t h a t  w e  h a v e  
f o u n d  t h e  s u p p r e s s i v e  e f f e c t s  o f  C L A  o n  T  c e l l s  a n d  D C  p a r t i a l l y  r e v e r s e d  b y  
i n h i b i t i n g  E R K  s u g g e s t s  t h a t  p e r h a p s  a  P U F A - i n d u c e d  a l t e r a t i o n  i n  E R K  
a c t i v a t i o n  i m p e d e s  D C  m i g r a t i o n  t o  d r a i n i n g  l y m p h  n o d e s  a n d  c o u l d  a c c o u n t  f o r  
t h e  a l t e r e d  c h e m o t a x i s  t o w a r d s  C C L 1 9  t h a t  w e  o b s e r v e d  h e r e .  T h e  e f f e c t  o f  
E R K  i n h i b i t i o n  o n  t h e  e x p r e s s i o n  o f  C C R 7  a n d  m i g r a t i o n  o f  P U F A - t r e a t e d  D C  
t o w a r d s  C C L 1 9  s h o u l d  b e  i n v e s t i g a t e d .  
I n  a c u t e  D S S - i n d u c e d  c o l i t i s  a  n u m b e r  o f  N F K B - d e p e n d e n t  i n f l a m m a t o r y  
c y t o k i n e s  a r e  u p r e g u l a t e d .  H e r f a r t h  a n d  c o l l e a g u e s  ( 2 0 0 0 )  e x a m i n e d  t h e  e f f e c t s  
o f  g l i o t o x i n ,  a  f u n g a l  m e t a b o l i t e  k n o w n  t o  i n h i b i t  N F K B  a c t i v i t y ,  i n  a  D S S  m o d e l  
o f  c o l i t i s .  T h e y  f o u n d  t h a t  g l i o t o x i n  d o s e - d e p e n d e n t l y  d o w n - r e g u l a t e d  c o l o n i c  
i n f l a m m a t i o n .  N e u r a t h  a n d  c o - w o r k e r s  ( 1 9 9 8 )  a l s o  f o u n d  t h a t  d o w n - r e g u l a t i n g  
W ~ B p 6 5  r e s u l t e d  i n  a  s t r i k i n g  r e d u c t i o n  i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  v a r i o u s  i m p o r t a n t  
p r o i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s  b y  m a c r o p h a g e  f r o m  p a t i e n t s  w i t h  I B D .  T h e y  
s u g g e s t e d  t h a t  t a r g e t i n g  N F K B  f a m i l y  m e m b e r s  m a y  b e  a  n o v e l  m o l e c u l a r  
a p p r o a c h  f o r  t h e  t r e a t m e n t  o f  I B D ,  p a r t i c u l a r l y  b e c a u s e  o f  t h e  o v e r e x p r e s s i o n  o f  
N F K B  b y  m a c r o p h a g e  i n  I B D  p a t i e n t s  a n d  b e c a u s e  t h e  a n t i - i n f l a m m a t o r y  a c t i v i t y  
o f  g l u c o c o r t i c o i d s  f r e q u e n t l y  u s e d  f o r  t r e a t m e n t  o f  c h r o n i c  i n t e s t i n a l  
i n f l a m m a t i o n  h a s  b e e n  a t t r i b u t e d  t o  t h e i r  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o n  N F K B  a c t i v i t y .  
T h i s  p i n p o i n t s  a n o t h e r  p o t e n t i a l  b e n e f i c i a l  e f f e c t  o f  P U F A  i n  a n  i n f l a m m a t o r y  
s i t u a t i o n  c o n s i d e r i n g  w e  o b s e r v e d  a  r e d u c t i o n  i n  N F K B  a v a i l a b i l i t y  a n d  
a c t i v a t i o n  i n  D C  t r e a t e d  w i t h  E P A  a n d  D H A .  A n  i n t e r e s t i n g  o b s e r v a t i o n  w a s  
r e c o r d e d  b y  Z h a o  a n d  c o - w o r k e r s  ( 2 0 0 7 ) .  T h e y  u s e d  a  h u m a n  c o l o n i c  e p i t h e l i a l  
c e l l - l i n e ,  H C T 1 1 6 ,  a n d  t h e s e  c e l l s ,  l i k e  p r i m a r y  c o l o n i c  e p i t h e l i a l  c e l l s ,  d o  n o t  
e x p r e s s  T L R 2  o r  T L R 4 ,  b u t  a r e  a c t i v a t e d  b y  s i g n a l l i n g  t h r o u g h  N O D  r e c e p t o r s .  
T h e y  f o u n d  t h a t  N F K B  a c t i v a t i o n  a n d  I L - 8  p r o d u c t i o n  w e r e  b o t h  r e d u c e d  i n  t h e s e  
c e l l s  f o l l o w i n g  t h e i r  t r e a t m e n t  w i t h  E P A  o r  D H A  c o m p a r e d  t o  c o n t r o l s .  S o  i f  
I B D  s u f f e r e r s  h a v e  m u t a t i o n s  i n  N O D 2  w h i c h  l e a v e s  t h e m  m o r e  s u s c e p t i b l e  t o  
d i s e a s e  ( C o b r i n  &  A b r e u ,  2 0 0 5 ) ,  a n d  t h e  a b o v e  s t u d y  s h o w s  t h a t  P U F A  s i g n a l  
t h r o u g h  N O D  t o  d e c r e a s e  N F K B  i n  c o l o n i c  e p i t h e l i a l  c e l l s ,  i s  t h e r e  a  p o s s i b i l i t y  
t h a t  s o m e  p a t i e n t s  w o u l d  b e  m o r e  s u s c e p t i b l e  t o  P U F A  t h e r a p y ?  
P U F A  a r e  c o n s i d e r e d  n a t u r a l  P P A R  l i g a n d s  ( S a m p a t h  &  N t a m b i ,  2 0 0 5 ) ,  
f u r t h e r m o r e ,  f a t t y  a c i d s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  b o t h  i n c r e a s e  P P A R  e x p r e s s i o n  a n d  
a c t i v a t e  t h e m  ( B a s s a g a n y a - R i e r a  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  W e  f o u n d  t h a t  P P A R y  w a s  
u p r e g u l a t e d  a n d  i t s  a s s o c i a t i o n  w i t h  N F K B  i n c r e a s e d  i n  E P A  a n d  D H A - t r e a t e d  
D C .  H o w e v e r ,  t h e  P U F A - i n d u c e d  a c t i o n s  o n  D C ,  w i t h  r e g a r d  t o  a l t e r e d  c y t o k i n e  
p r o d u c t i o n ,  c e l l  s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  a n d  m i g r a t i o n ,  w e r e  n o t  r e v e r s e d  b y  
t h e  a d d i t i o n  o f  t h e  P P A R y  i n h i b i t o r  a n d  w e r e  t h e r e f o r e  d e e m e d  P P A R y -  
i n d e p e n d e n t .  H o w e v e r ,  t h e  s i g n i f i c a n t  i n d u c t i o n  o f  P P A R y  e x p r e s s i o n  i n  D C  
a f t e r  c u l t u r e  w i t h  P U F A  m u s t  h a v e  a  p u r p o s e  a n d  s h o u l d  b e  i n v e s t i g a t e d  f u r t h e r .  
C o l l e c t i v e l y ,  r e s u l t s  p r e s e n t e d  h e r e  s u g g e s t  t h a t  C L A  ( a n d  p o s s i b l y  t h e  n - 3  
P U F A )  m o d i f y  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  a n d  s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  i n  D C  w h i c h  
l e a d s  t o  a l t e r e d  a n t i g e n  p r e s e n t a t i o n  a n d l o r  c o - s t i m u l a t i o n ,  w h i c h  t h e n  m o d u l a t e s  
t h e  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  p r o f i l e  o f  T  c e l l s .  T h e  T  c e l l  r e s p o n s e  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  
b e  d i r e c t l y  s w i t c h e d  o f f  b y  C L A  s i n c e  C D 2 5  e x p r e s s i o n ,  p r o l i f e r a t i o n  a n d  I L - 2  
p r o d u c t i o n  w e r e  l a r g e l y  u n a l t e r e d .  T h e  m i g r a t i o n  o f  D C  t o w a r d s  t h e  l y m p h o i d  
c h e m o k i n e ,  C C L 1 9 ,  w a s  a l s o  i n h i b i t e d  f o l l o w i n g  P U F A  t r e a t m e n t ,  a s  w a s  t h e  
a c t i v a t i o n  a n d  t o t a l  c e l l u l a r  l e v e l s  o f  N F K B .  E f f e c t s  o n  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n ,  
s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  a n d  m i g r a t i o n  a l l  a p p e a r  t o  b e  P P A R y - i n d e p e n d e n t .  
T h e  i m m u n o m o d u l a t o r y  e f f e c t s  o f  P U F A  w e n t  o n  t o  s h o w  e f f i c a c y  i n  t w o  i n  v i v o  
i n f l a m m a t o r y  m o d e l s :  F i r s t l y ,  c i r c u l a t i n g  I F N y  a n d  I L - 1 2  w e r e  r e d u c e d  i n  C L A -  
f e d  a n i m a l s  f o l l o w i n g  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  e n d o t o x i n ,  a n d  s e c o n d l y ,  m i c e  w e r e  
p r o t e c t e d  f r o m  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  D S S - i n d u c e d  c o l i t i s  b y  f e e d i n g  a  C L A -  
s u p p l e m e n t e d  d i e t .  A l l  o f  t h e s e  f i n d i n g s  a d v o c a t e  P U F A  a s  p r o s p e c t i v e  
t h e r a p e u t i c  t o o l s .  
S t u d i e s  h a v e  r e v e a l e d  t h a t  h u m a n  b e i n g s  e v o l v e d  o n  a  d i e t  w i t h  a  r a t i o  o f  o m e g a -  
6  t o  o m e g a - 3  f a t t y  a c i d s  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 .  I n  W e s t e r n  d i e t s ,  t h e  r a t i o  i s  1 5 1 1 -  
1 6 / 1 .  A  h i g h  o m e g a - 6  t o  o m e g a - 3  r a t i o  p r o m o t e s  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  m a n y  
d i s e a s e s ,  i n c l u d i n g  c a r d i o v a s c u l a r  d i s e a s e ,  a n d  i n f l a m m a t o r y  a n d  a u t o i m m u n e  
d i s o r d e r s ,  w h e r e a s  a  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n  o f  o m e g a - 3  e x e r t s  i m m u n o s u p p r e s s i v e  
e f f e c t s  ( S i m o p o u l o s ,  2 0 0 6 ) .  I n d e e d ,  I B D  a f f e c t s  a p p r o x i m a t e l y  0 . 1  %  o f  t h e  
W e s t e r n  p o p u l a t i o n  ( U h l i g  e t  a l . ,  2 0 0 6 )  w i t h  a  f a r  l o w e r  p r e v a l e n c e  o f  I B D  f o u n d  
i n  p o p u l a t i o n s  c o n s u m i n g  h i g h  n - 3  f a t t y  a c i d  f i s h  ( W i l d  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  T h i s  
p r o v i d e s  f u r t h e r  e v i d e n c e  f o r  t h e  p o t e n t i a l  u s e  o f  f a t t y  a c i d - s u p p l e m e n t a t i o n  i n  
r e s o l v i n g  c h r o n i c  i n f l a m m a t o r y  d i s e a s e s .  
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